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11. EINLEITUNG
1.1. APOPTOSE
Tierische Zellen sind befähigt, über ein genetisch festgelegtes Programm eine
Selbstzerstörung durchzuführen (Steller et al., 1995).
Wurde diese Art des Zelltodes bereits 1842 von Carl Vogt beschrieben, so waren es
doch erst Kerr, Wyllie und Currie, die 1972 den Begriff „Apoptose“ prägten und mit
ihm die typischen morphologischen Veränderungen der auf diese Art und Weise
sterbenden Zelle zusammenfassten (Peter et al., 1997). Im engsten Sinne beschreibt die
Apoptose diese genetisch festgelegten morphologischen Veränderungen.
Im weiteren Sinne ließen sich auch andere Formen des programmierten Zelltodes, die
ebenfalls auf einem genetisch festgelegten Ablauf beruhen, jedoch nicht alle
morphologischen Kriterien der Apoptose erfüllen, mit diesem Begriff beschreiben.
Zu diesen charakteristischen morphologischen Merkmalen des apoptotischen Zelltodes
zählen unter anderem Veränderungen der Zellmembran mit Bläschenbildung
(„membrane blebbing“), auch Zeiosis genannt, Zellschrumpfung, Kondensation des
Chromatins und Fragmentierung der DNA (Renehan et al., 2001).
Die molekularen Abläufe der Apoptose sind erst in den letzten Jahren mehr und mehr
aufgeklärt worden. Die Apoptose lässt sich in folgende Stufen einteilen: die
Initiationsphase, die genetische Regulation und die Exekutionsphase mit den
spezifischen Effektormechanismen. Zur Initiation der Apoptose sind einerseits Einflüsse
wie ultraviolette oder radioaktive Strahlung, Chemotherapeutika oder der Verlust von
bestimmten Zytokinen als Überlebensfaktoren (z.B. Interleukin-1) befähigt, andererseits
aktivieren verschiedene andere Zytokine und zellgebundene Liganden die sogenannten
„death receptors“, Rezeptoren für den Zelltod, wie vor allem den Fas-Rezeptor oder
andere Rezeptoren der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNF-R)-Familie. Diese
extrazellulären Stimuli führen nun über eine Reihe von kaskadenartigen
Reaktionsverläufen intrazellulär zu einem charakteristischem Muster der Genexpression
bzw. zum Auslösen von Effektormechanismen, die letztlich die gezielten Zell-
veränderungen bis zum Zelltod bewirken (Renehan et al., 2001).
21.2. Die Fas-Signalkette der Apoptose
Der in dieser Arbeit untersuchte Apoptose-Rezeptor Fas (Fas = „Fibroblast associated
antigene“), auch CD95 oder APO-1 genannt, gehört zu den bisher am umfangreichsten
erforschten und beschriebenen Rezeptoren für den programmierten Zelltod. Es gibt
noch eine Reihe von anderen Apoptose-Rezeptoren, vor allem aus der TNF-R-Familie,
und es werden mit der Zeit immer neue Rezeptoren benannt, von denen einige mit ihren
korrespondierenden Liganden in Tabelle 1.1. dargestellt werden (Igney und Krammer,
1999).
Tabelle 1.1.: Die Rezeptoren des programmierten Zelltodes aus der TNF-R-Familie und die
korrespondierenden Liganden (Modifiziert nach Igney und Krammer, 1999)
Das bisherige Wissen über den Apoptose-Rezeptor Fas und seinen Liganden FasL resul-
tiert überwiegend aus Untersuchungen zur physiologischen und pathologischen Rolle
des durch diese Faktoren vermittelten Zelltodes im Immunsystem.
1.2.1. Fas-Rezeptor
Fas ist ein Typ I Transmembranprotein und gehört zur TNF-Rezeptor Familie. Es wird
in großer Menge in verschiedenen Geweben des menschlichen Körpers gebildet, vor
allem in Thymozyten, aktivierten T-Zellen oder auch von HIV- oder HTLV-1-Viren
Rezeptor Ligand
CD95
TRAIL-R1-4, OPG
OPG
TNF-RI, TNF-RII
LT_-R
CD40
CD30
CD27
4-IBB
OX-40
NGF-R1
CD95L
TRAIL (APO-2L)
TRANCE (RANKL/OPGL)
TNF_, Lymphotoxin _ (LT_)
Lymphotoxin _ (LT _)
CD40L (TRAP/gp39)
CD30L
CD27L (CD70)
4-IBBL
OX-40L (gp34)
NGF
3transformierten T-Zellen. In Leber-, Herz- und Nierengewebe wurde ebenfalls ein
reichliches Vorkommen an Fas-Expression festgestellt.
Ein einzelnes, für Fas codierendes Gen ist, getrennt durch 8 Introns, auf dem
menschlichen Chromosom 10q24.1 zu finden. Das Tumor-suppressor Protein p53
reguliert die vermehrte Expression des Fas-Genprodukts, und Faktoren, die auf p53
reagieren, wurden auf Intron 1 und benachbart zum 5´ Ende des Fas-Gens identifiziert
(Nagata, 1999).
Fas entfaltet seine Rezeptorwirkung an der Zelloberfläche. Mitglieder der TNF-
Rezeptor Familie, der auch Fas angehört, tragen in ihrer extrazellulären Domäne 1 bis 5
Zystein-reiche, sich wiederholende Subdomänen und in der zytoplasmatischen
Schwanzregion eine den Apoptosevorgang vermittelnde Domäne, die sogenannte „death
domain“. Diese death domain ist ein essentieller Faktor für die Weiterleitung des
Apoptosesignals, im Fas-Molekül besteht sie aus ca. 80 Aminosäuren.
Der extrazelluläre Anteil von Fas besteht aus drei Zystein-reichen Subdomänen und ist
glykosyliert. Das gesamte Fas-Molekül hat eine relative Molekülmasse von ~45.000-
52.000 Dalton.
Obwohl das Fas-Rezeptormolekül eigentlich membrangebunden wirkt, kann
alternatives Spleißen zu einer löslichen Form des Moleküls ohne die
Transmembrandomäne führen, die zwar FasL binden kann, deren Aufgabe jedoch bisher
ungeklärt ist (Nagata, 1999; Krammer, 2000).
Die Expression von Fas kann entweder durch Zytokine wie Interferon-γ oder TNF, oder
ebenso durch die Aktivierung von Lymphozyten angeregt werden. Durch Fas aktivierte
Apoptose wird über den natürlichen korrespondierenden Liganden, FasL, vermittelt.
1.2.2. Fas-Decoy-Rezeptor
Ein Gen (DcR3) für einen Decoy-Rezeptor (Köderrezeptor) für den Fas-Liganden
konnte vor einigen Jahren identifiziert werden. DcR3, ebenfalls zur Familie der TNF-
Rezeptoren gehörig, enthält ebenfalls Zystein-reiche Subdomänen, trägt jedoch keine
Transmembrandomäne und wird von Zellen sezerniert.
4Obwohl die Primärstruktur dieses Genprodukts zwar nur zu einem geringen Anteil der
Struktur des Fas-Rezeptors entspricht, bindet es den Fas-Liganden mit einer
vergleichbaren Affinität wie Fas. Das DcR3 Gen findet sich auf dem menschlichen
Chromosom 20q13, es wird in verschiedenen Geweben sezerniert, unter anderem Hirn-,
Lungen-, Milz- und Lebergewebe. Da der Decoy-Rezeptor in einem erheblichen Anteil
von Lungen- und Kolonkarzinomzellen identifiziert wurde, wird ihm eine spezielle
Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankungen zugeschrieben (Nagata, 1999).
1.2.3. Fas-Ligand
FasL ist ein Zytokin und gehört zur TNF-Familie. Es wird überwiegend in aktivierten
T-Lymphozyten und natürlichen Killerzellen, jedoch ebenso in immuninkompetenten
Geweben wie Hoden und Auge exprimiert. Die in aktivierten T-Zellen induzierte
Expression des Zytokins wird über die Transkriptionsfaktoren NF-κB und Egr-3
vermittelt, aber auch verschiedene Stressoren wie UV- und Gamma-Strahlung sind in
der Lage, die Genexpression von FasL zu induzieren.
FasL ist ein Typ II Transmembranmolekül und wird in wesentlich begrenzterem
Umfang als der Fas-Rezeptor exprimiert. Es kann seine Apoptose induzierende
Wirkung entweder membrangebunden oder in löslicher Form entfalten, wobei die
lösliche Form durch einen von Metalloproteasen katalysierten Spaltvorgang der
membrangebundenen Form entsteht. Die membrangebundene Form ist in der Induktion
der Apoptose jedoch aktiver als die lösliche Form, und es wird angenommen, dass das
Spalten in die weniger aktive lösliche Form der Abschwächung des Apoptoseprozesses
dient (Nagata, 1999; Krammer, 2000).
1.2.4. Fas – FasL Interaktion
Die Bindung des Fas-Liganden an Fas oder die Vernetzung agonistischer Fas-Anti-
körper mit dem Rezeptor induzieren die Apoptose in den entsprechenden Fas-
präsentierenden Zellen. RNA oder Proteinsynthese wird für diesen Weg der Apoptose
nicht benötigt, sodass sogar kernlose bzw. enukleierte Zellen den programmierten
Zelltod durch Fas-Aktivierung sterben können. Diese Beobachtung führt zu der
Annahme, dass alle notwendigen Faktoren der Signalübertragung dieses Apoptosewegs
5schon in der heranwachsenden Zelle vorhanden sind und die Aktivierung von Fas nur
diese bereits vorhandene Maschinerie in Gang setzt.
Am Anfang der durch die Fas-Signalkette vermittelten Apoptose steht die
Oligomerisation, im speziellen wahrscheinlich die Trimerisation des Fas-Moleküls, die
für die Weiterleitung des Apoptosesignals notwendig ist. Es ist anzunehmen, dass der
Fas-Ligand dabei - in einem ähnlichen Vorgang wie bei der TNFβ-TNF Rezeptor
Interaktion – die Trimerisation des Fas-Rezeptors induziert und selbst in Form eines
Trimers einen Komplex mit den drei Fas-Rezeptor-Molekülen bildet (Nagata, 1999).
Abbildung 1.1.: Fas- und GrB-Signalvermittlung der Apoptose
Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) können ihre Zielzellen über das Fas (gelb)/FasL (rot)-System (links)
oder über das Perforin/Granzyme B-System (rechts) in die Apoptose bringen. Die Fas-Signalkette
beinhaltet eine Kaskade von Caspasen (siehe Text). Der Eintritt von GrB in seine Zielzelle und seine
Freigabe werden über Perforin vermittelt. GrB spaltet und aktiviert Caspasen in der Zielzelle.
Der Zelltod der Zielzelle wird also entweder durch das Fas- oder durch das GrB-Signal vermittelt.
(MHC = Major histocompatibility complex; TCR = T-Zell-Rezeptor; Ag = Antigen)
(Modifiziert nach Krammer et al., 2000)
61.2.5. Death-inducing signalling complex (DISC) und Caspasen
Nach der Bindung des Liganden kommt es innerhalb von Sekunden zur Bildung eines
Proteinkomplexes, der auf zytoplasmatischer Seite an den aktivierten Fas-Rezeptor
bindet. Dies ist der sogenannte death-inducing signalling complex (DISC).
Dabei bindet anfangs das Adapterprotein FADD (Fas-associated death domain protein),
auch unter der Bezeichnung Mort 1 bekannt, mit seiner eigenen C-terminalen death-
domain an die death-domain der Fas-Schwanzregion. FADD trägt N-terminal eine
weitere wichtige Domäne, die sogenannte death-effector-domain (DED), welche
wiederum durch homologe Interaktion die DED-tragende Procaspase-8 (auch FLICE
genannt) in den DISC einbindet und deren Oligomerisation induziert.
Caspasen sind Zystein-Proteasen, die aus größeren Vorstufen (sogenanten Zymogenen)
durch proteolytische Spaltung gebildet werden. Ein Großteil der im Menschen
identifizierten Caspasen ist dabei essentiell für die Durchführung des programmierten
Zelltodes. Die aktiven Formen der Caspasen spalten ihre Substrate an Peptidbindungen,
an denen mindestens eine Asparaginsäure beteiligt ist.
Procaspase-8 ist ein Zymogen und ist selbst leicht proteolytisch aktiv. In
oligomerisierter Form kommt es zur Selbstspaltung in die aktive Form.
Das so aktivierte Caspase-8 Molekül verlässt in Form eines Heterotetramers, bestehend
aus 2 kleinen und 2 großen Untereinheiten, den DISC in Richtung Zytoplasma.
Die aktivierte Caspase-8 ist in der Lage, weiter Zymogene in ihre aktiven Formen zu
spalten. So aktiviert sie unter anderem  Caspase-7 und Caspase-3, welche wiederum
Caspase-6 aktiviert. Diese Reaktionen weisen auf die Aktivität einer Proteasen-Kaskade
in der Umsetzung des Fas-Signals hin.
Die Aktivierung der Caspase-8 kann auch direkt unter Umgehung des Fas-Weges
vorgenommen werden. Einige zytotoxische T-Lymphozyten vernichten infizierte
Zielzellen mit Hilfe von Perforin und Granzyme B (GrB), wobei GrB mit Hilfe des
Perforins in die Zielzelle gelangt und dort durch direkte Spaltung der Procaspase-8 die
tödliche Wirkung entfalten kann (Nagata, 1999; Krammer, 2000; Hengartner, 2000).
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Substrate von Caspasen sind bisher identifiziert worden, unter anderem Proteine des
Zytoskeletts und andere Strukturproteine (z.B. Fodrin und Gelsolin),
Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-κB und SP1), Proteinkinasen (z.B. Proteinkinase C und
PAK2), für Zellzyklus und Replikation notwendige Proteine (z.B. Topoisomerase) und
schließlich Proteine der Bcl-2 Familie (z.B. Bcl-2 und Bid).
Wie genau die Spaltung dieser Zellbestandteile zu den morphologischen apoptotischen
Veränderungen von Zelle und Nukleus führen, ist in vielen Fällen noch unklar. Bekannt
ist jedoch unter anderem, wie die DNA-Nuklease CAD (caspase-activated DNAse)
durch eine Caspase aktiviert wird und im weiteren Verlauf zur Fragmentierung der
DNA-Helix beiträgt. Dabei spaltet Caspase-3 eine hemmende Untereinheit, genannt
ICAD, die zuvor in der Zelle, verbunden mit  CAD, in einem inaktiven Komplex
existiert. Nach der Spaltung wird die katalytische CAD-Einheit freigelassen und
aktiviert.
Caspase-vermittelte Spaltung von nukleären Laminen ist u.a. für Apoptose-typische
Schrumpfung des Zellkerns notwendig. Der Verlust der Zellintegrität wiederum kann
durch Caspase-vermittelte Spaltung von Zytoskelettproteinen wie Fodrin und Gelsolin
erklärt werden, und die Bläschenbildung der Zellmembran wird wahrscheinlich über die
Spaltung der Proteinkinase PAK2 vermittelt (Nagata, 1999; Hengartner, 2000).
1.2.6. Nachgeschaltete Reaktionswege der Fas-Aktivierung
2 verschiede Reaktionswege führen nach Aktivierung des Fas-Rezeptors zum
endgültigen Zelltod:
In sogenannten Typ I Zellen wird das Apoptosesignal über den oben beschriebenen
klassischen Weg der DISC-Aktivierung verbreitert. Zahlreiche Caspasen werden durch
diesen Komplex aktiviert, gefolgt von schneller Spaltung von Caspase-3 und anderen
Caspasen mit nachfolgender Spaltung lebenswichtiger Zellproteine.
In Typ II Zellen wird die Caspasen-Kaskade kaum direkt aktiviert, da kaum DISC
formiert wird, sondern muss über einen Umweg über das Mitochondrium verstärkt
werden. Aktivierte Caspase 8 spaltet Bid, ein Protein der Bcl-2 Familie, welches – so
aktiviert – wiederum das Mitochondrium anregt, bestimmte Pro-apoptotische Moleküle
wie Cytochrom C und Smac/DIABLO freizusetzen. Zusammen mit Apaf-1 (apoptosis
8protease-activating factor) und Procaspase-9 formen die zuvor genannten Moleküle im
Zytoplasma das sogenannte Apoptosom, einen zweiten Initiatorkomplex der Apoptose.
Die so aktivierte Caspase-9 aktiviert weiter nachgeschaltete Caspasen, was so ebenfalls
im weiteren Verlauf zum Zelltod führt.
Zwar werden Mitochondrien auch in Typ I Zellen in dieser Form eingebunden,
allerdings sind sie dort nicht unbedingt notwendig für den Zelltod.
Warum diese Unterschiede im Apoptoseverlauf zwischen Typ I und Typ II Zellen
bestehen, ist zurzeit noch nicht vollends begründet. Diskutiert werden biochemische
Unterschiede auf Rezeptorebene, die letztlich zu den verschiedenen Mechanismen
führen könnten (Krammer, 2000).
Abbildung 1.2.:
Zwei durch Fas ausgelöste Signalwege
der Apoptose
Gemeinsam ist beiden Wegen die
Bildung des DISC. In Typ I-Zellen kann
die Caspasen-Kaskade ohne Umweg
über das Mitochondrium ablaufen, in
Typ II-Zellen läuft die Signalkette
aufgrund einer sehr geringeren DISC-
Bildung den Umweg über das
Mitochondrium zur Verstärkung der
Caspasen-Kaskade.
(CASP = Caspase; DISC = death induc-
ing signalling complex;FADD/MORT1
= Fas associated death domain protein;
CAP3 = cytotoxity-dependent Apo-1-
associated protein 3; AIF = apoptosis
initiating factor; c-FLIP = cellular
FLICE-inhibitory protein; Cyt c = Cyto-
chrom C; Apaf-1 = apoptosis protease-
activating factor 1)
(Modifiziert nach Krammer, 2000)
9Abbildung 1.3.: Der Reaktionsweg der Fas-vermittelten Apoptose / mitochondrialer Apoptoseweg
Nach Bindung des Fas-Liganden an seinen Rezeptor kommt es zur Trimerisierung des Rezeptors und zur
Formation des DISC (death inducing signalling complex). Über das Adapter-Molekül FADD (Fas-
associated death domain protein) werden mehrere Caspase 8-Moleküle in den DISC eingebunden und
aktiviert. Die Caspase 8-Aktivierung kann durch das Protein c-FLIP, ein degeneriertes Caspasen-
Homologon, inhibiert werden. Der mitochondriale Signalweg (rechte Bildhälfte) wird unter anderem auch
durch zellinterne Reize wie DNA-Schädigung ausgelöst und reagiert oftmals unter dem Einfluss pro-
apoptotischer Mitglieder der Bcl-2 Familie. Diese konkurrieren mit anti-apoptotischen Mitgliedern der
Bcl-2 Familie und regulieren so gemeinsam die Freigabe von Cytochrom C. Auch der „klassische“ Fas-
induzierte Apoptoseweg kann über Spaltung des pro-apoptotischen Bcl-2 Mitglieds Bid in die aktivierte
Form den Verstärkermechanismus des Mitochondriums durchlaufen. Diese Querverbindung der
Apoptosewege ist unter den meisten Bedingungen nur minimal zu beobachten, in der Regel laufen sie
unabhängig voneinander ab.
(FADD = Fas associated death domain protein; c-FLIP = cellular FLICE-inhibitory protein;
AIF = apoptosis initiating factor; IAPs = inhibitor-of-apoptosis-proteins; Apaf-1 = apoptosis protease-
activating factor 1; Smac = second mitochondria-derived activator of caspases; DIABLO = direct IAP
binding protein with low pI). (Modifiziert nach Hengartner, 2000)   
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1.3. Die Bedeutung von Phosphatidylserin für die Apoptose
Der Verlust der natürlichen Membranasymmetrie gehört zu den frühen Ereignissen des
apoptotischen Prozesses. Die Zellmembran bleibt während dieses Prozesses intakt, der
Zellinhalt kann nicht austreten und das umliegende Gewebe schädigen. Ein
entscheidendes Merkmal der Asymmetrie bei der lebenden und gesunden Zelle ist das
nahezu vollständig in der zytosolseitigen Membranschicht lokalisierte Phospholipid
Phosphatidylserin (PS). Schon in der frühen Exekutionsphase der Apoptose, d.h. im
Anschluss an die durch Caspasen verursachte proteolytische Kaskade, wird dieses
Phospholipid vermehrt an die äußere Membranschicht transportiert und damit der
Umwelt zugänglich (van Engeland et al., 1998).
Dieser Vorgang ist ein universeller Prozess, der unabhängig von der Spezies, des
Zelltypus oder der Art der Apoptoseauslösung auftritt (Martin et al., 1995). Zeitlich
anzuordnen ist er noch vor dem proteolytischem Abbau der nuklären laminären Matrix,
der Fragmentierung der Zell-DNA und dem Abbau intrazellulärer Bestandteile des
Zytoskeletts (van Engeland et al., 1998). Diese Präsentation von PS nach außen scheint
nach heutigen Erkenntnissen von der frühen Exekutions-Phase der Apoptose bis zur
finalen Phase, in der die Zelle in die apoptotischen Körperchen zerfällt, anzudauern
(van Engeland et al., 1998).
Für die Organisation der PS-Asymmetrie in der lebenden Zelle ist die sogenannte
Flippase zuständig, ein ATP-abhängiges Transportprotein, das PS an die innere
Membranschicht transportiert. Die Vorgänge, die für die Expression des
Phosphatidylserins in der apoptotischen Zelle verantwortlich sind, sind noch nicht
vollends bekannt. Einerseits wird die Flippase vermutlich über einen bisher nicht
bekannten Mechanismus gehemmt, andererseits eine sogenannte Scramblase – abhängig
vom Eintritt von Ca2+-Ionen und der Phosphorylierung von Scramblase – aktiviert, die
das Phosphatidylserin an die äußere Membranschicht transportiert (Savill und Fadok,
2000; Daleke und Lyles, 2000). Unklar ist noch, ob der für den Cholesterin-
Metabolismus der Membran wichtige ABC1-Transporter ebenfalls eine Rolle bei den
apoptotischen Veränderungen der Membranasymmetrie spielt (Hengartner, 2001).
Im lebenden Organismus besteht der letzte Schritt des Apoptoseprozesses in der
Aufnahme der apoptotischen Zelle durch eine zur Phagozytose befähigte Zelle,
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entweder durch „professionelle“ Phagozyten wie Zellen der Makrophagen-Reihe, oder
durch benachbarte, „semi-professionelle“ Zellen. Damit wird verhindert, dass die
apoptotische Zelle in das sekundäre Nekrosestadium eintritt und toxischer Zellinhalt
austritt mit der Folge einer Gewebsschädigung und anschließender
Entzündungsreaktion.
Die Erkennung durch die entsprechenden Phagozyten wird durch eine Reihe von
Aufnahme-Signalen der apoptotischen Zellen vermittelt. Einige dieser Signale sind
bisher relativ gut charakterisiert. Zu diesen gehört vor allem die Expression von
Phosphatidylserin und Veränderungen der Zuckerketten an der Membranoberfläche. Zu
den weniger bekannten Signalen gehören Rezeptoren, die sogenannte
„Brückenmoleküle“  („bridging“-molecules) binden können, welche in der
extrazellulären Flüssigkeit lokalisiert sind.
Abbildung 1.4. zeigt ein Modell der bisher angenommenen Rezeptor/Liganden-
Beziehungen zwischen apoptotischer und phagozytierender Zelle (Savill und Fadok,
2000).
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Abbildung 1.4.: Erkennungsstellen von Phagozyten zur Aufnahme apoptotischer Zellen bei
Säugetieren
Inhibitionsstudien zur Untersuchung der Aufnahme von apoptotischen Zellen durch Phagozyten in vitro
offenbarten eine Reihe von möglichen Molekülen. Bei vielen von Ihnen ist die Rolle noch weitgehend
unklar bzw. sind noch keine Bindungspartner identifiziert. Die „Fress-Liganden“ (oben) interagieren
dabei mit den entsprechenden Rezeptoren an der Phagozytenoberfläche (unten), entweder durch direkten
Kontakt, oder indirekt über Brücken-Moleküle (mitte).
(LDL = Low density lipoprotein; SRA = Class A scavenger receptor; TSP = Thrombospondin; PS =
Phosphatidylserin; ICAM-3 = Intercellular adehesion molecule-3; ß2GPI = ß2-Glykoprotein I; C1q und
iC3b = Komplementfaktoren)
(Savill und Fadok, 2000)
Fadok et al. (2000) identifizierten einen stereospezifischen Rezeptor von
professionellen und semi-professionellen Phagozyten für Phosphatidylserin, der die
Aufnahme der apoptotischen Zellen vermittelt. Auch wenn noch in Frage steht, ob der
Rezeptor direkt oder über Brückenmoleküle an das Phospholipid bindet, wurden doch in
der Studie die anti-entzündlichen Eigenschaften der so vermittelten Aufnahme der
Zellen herausgestellt. Die Expression des entsprechenden Transkripts wurde in vielen
Geweben dargestellt, unter anderem – wenn auch in geringerem Maße als
beispielsweise im Herz-, Nieren- und Skelettmuskelgewebe - auch im Hodengewebe
(Fadok et al., 2000).
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1.3.1. Der Annexin V–Test
Die Tatsache, dass PS schon in der Frühphase der Apoptose an die äußere Zellmembran
transportiert wird - bevor die Membranintegrität zerstört wird und Zellinhalt austreten
bzw. frei zugänglich werden kann - wird sich für die Untersuchung der Apoptose durch
den Annexin V-Test zunutze gemacht.
Annexin V wurde ursprünglich entdeckt als vaskuläres Protein mit stark
antikoagulatorischen Eigenschaften. Es konnte sowohl aus der Plazenta als auch aus
humanem Nabelschnurarterienblut gewonnen werden. Die hohe Potenz von Annexin V,
mit Hilfe von Ca2+ an Phospholipide zu binden, spielt vermutlich auch für seine
physiologische antikoagulatorische Funktion eine große Rolle. Bekannt ist Annexin V
dabei unter anderem als effektiver Inhibitor des Prothrombinkomplexes (Vermes et al.,
1995; van Heerde et al., 1995).
Die kalziumabhängige Bindung erfolgt hauptsächlich an negativ geladene
Phospholipide mit Lokalisation an der inneren Zellmembran, wie Phosphatidylserin,
und nur in äußerst geringem Maße an Phospholipide der äußeren Zellmembran, wie z.B.
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin. Daher lassen sich spezifisch die oben
genannten Membranveränderungen der PS-Externalisation darstellen (Vermes et al.,
1995).
Die Annexin V-Moleküle können mit Farbstoffen wie Fluorescein Isothiocyanit (FITC),
Biotin oder Phycoerythrin (PE) markiert werden und so für die  flowzytometrische oder
fluoreszenzmikroskopische Analyse verwendet werden (van Engeland et al., 1998;
BD PharMingen Technical Data Sheet 556422, 2000).
Eine Penetration der Phospholipid-Doppelschicht der Zellmembran vitaler Zellen ist
dem Annexin V-Molekül nicht möglich. Bei avitalen Zellen wiederum ist die Integrität
der Plasmamembran aufgehoben und die innere Schicht zugänglich für das von außen
einwirkende Annexin V. Um nun beim Annexin V – Test zwischen vitalen
apoptotischen und avitalen Zellen zu differenzieren, kann ein DNA-Farbstoff, der
Zellmembranen nicht durchdringt, in Kombination mit dem konjugiertem Annexin V
verwendet werden. Oft angewandt wird hierfür Propidium Iodid, als Alternative mit
anderem Fluoreszenzmuster ist auch 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) gebräuchlich.
14
Avitale Zellen werden so angefärbt und können im Falle der gleichzeitigen Annexin-
Färbung von vitalen apoptotischen Zellen unterschieden werden (Vermes et al, 1995;
van Engeland et al., 1998; VIA PROBE Technical Data Sheet 34321X, 1998).
Der Ablauf des Annexin V-Tests ist in Abbildung  1.5. schematisch dargestellt.
Abbildung 1.5.: Schematische Darstellung des Annexin V-Tests
In der Frühphase der Apoptose werden die Moleküle des Membranphospholipids Phosphatidylserin (PS,
rot) - normalerweise an der inneren Schicht der Zellmembran lokalisiert - an die äußere Oberfläche der
Zelle transportiert. In Gegenwart von Ca__-Ionen besteht für Annexin V eine hohe Affinität für PS. Bei
unfixierten und ungeschädigten Zellen bindet Annexin V nur an PS, das zuvor durch Translokation dem
äußeren Milieu präsentiert wurde.
(Modifiziert nach: Apoptosis Instruction Manual, 2nd Edition December 1998/ PharMingen)
1.4. Die Apoptose männlicher Keimzellen
Die Spermatogenese von Säugetieren ist ein sehr dynamischer Prozess, bei dem in
streng organisierter Reihenfolge und durch zahlreiche Differenzierungsschritte aus den
Stammzellen - den Spermatogonien - schließlich die befruchtungsfähigen Spermatozoen
in den Tubuli seminiferi produziert werden. Jede Säugetierart hat eine festgelegte
Anzahl von Differenzierungsschritten mit jeweils charakteristischer Dauer. Dabei
kommt es einerseits zur  meiotischen sowie mitotischen Teilung von proliferierenden
Spermatogonien und Spermatozyten, andererseits zur Interaktion von sich
differenzierenden Spermatiden untereinander und mit den Sertolizellen. Die Sertoli-
Zellen sind neben ihrer Stütz- und Transportfunktion vor allem für die metabolische
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Versorgung der benachbarten Keimzellen verantwortlich (Blanco-Rodriguez, 1998;
Print und Loveland, 2000).
Aufgrund von Erkenntnissen, die durch zahlreiche Versuchsreihen mit Gewebe von
Säugetieren und auch Menschen entstanden sind, wurde die Bedeutung der Apoptose
für die Keimzellentwicklung nach und nach deutlicher, sodass sich zum heutigen
Zeitpunkt folgendes Bild darstellt:
Generell ist die Apoptose ein vorherrschender Bestandteil der regelrechten
Spermatogenese. So wird angenommen, dass es während der Spermatogenese zu einem
Verlust von bis zu 75% der potentiellen Anzahl ausgereifter Spermatozoen kommt. Der
Großteil dieser Zelltode wird auf  den programmierten Zelltod zurückgeführt. Es ist
bekannt, dass bei gesunden erwachsenen Männern sowohl Spermatogonien,
Spermatozyten als auch Spermatiden zu einem Gewissen Anteil die typischen
Merkmale des apoptotischen Zelltodes aufweisen.  (Hikim et al., 1998; Blanco-
Rodriguez, 1998; Print und Loveland, 2000).
Dem Apoptosevorgang werden dabei mehrere Funktionen in diesem Zusammenhang
zugeschrieben.
Eine große Rolle spielt die Regulierung der Gewebshomöostase des Hodenepithels und
damit  der Anzahl der Keimzellen, die den jeweiligen Entwicklungsschritt durchlaufen.
Da nur eine begrenzte Kapazität der Sertoli-Zellen besteht, die Keimzellen zu
unterstützen, ist es wichtig, die Anzahl der Keimzellen dementsprechend anzupassen
(Lee, 1997; Blanco-Rodriguez, 1998). Ebenso ist es für den regelrechten Ablauf der
Spermatogenese wichtig, dass die Anzahl der Keimzellen jedes
Differenzierungsschrittes konstant gehalten wird, um die präzise Beziehung der
verschieden differenzierten Keimzellabkömmlinge untereinander und mit dem Epithel
aufrechtzuerhalten (Blanco-Rodriguez, 1998). Es wird angenommen, dass zu diesem
Zwecke ein extrazellulärer Weg der Signalübertragung bestehen muss, der den
entsprechenden Keimzellabkömmlingen die Position innerhalb der Spermatogenese
vermittelt. Dabei werden vermutlich Signale zum Weiterleben oder Sterben an die
entsprechenden Zellen weitergegeben. Je nach Stufe im Entwicklungszyklus könnten
die  Keimzellen nun extrazelluläre Stimuli zur Proliferation oder zur Apoptose erhalten.
Dabei reagierten in mehreren Untersuchungen die jeweiligen Keimzelltypen je nach
Position im Zyklus der Spermatogenese unterschiedlich stark auf verschiedene
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Apoptose induzierende Reagenzien, was zu der Annahme führte, dass es eine
stufenspezifische extrazelluläre Kontrolle des Keimzelltodes geben müsste (Billig,1995;
Blanco-Rodriguez, 1997, 1998).
Neben der  Eliminierung überzähliger Zellen aus dem Spermatogenese-Zyklus dient die
Apoptose auch der Entfernung fehlerhafter und damit potentiell schädlicher Keimzellen.
Im speziellen sind solches Keimzellen mit fehlerhafter DNA, verursacht durch
Chromosomenabnormalitäten oder durch Fehler in DNA-Reparaturmechanismen bzw.
in der genetischen Rekombination  (Blanco-Rodriguez, 1998). Auch bei Männern mit
bekannter Störung der Spermatogenese sind vermehrt apoptotische Veränderungen von
Spermatozyten und Spermatiden zu beobachten (Tesarik, 1998).
Es gibt zahlreiche beeinflussende Faktoren für die Keimzellapoptose, wobei hormonelle
Faktoren eine große Rolle spielen.
Der Entzug von Gonadotropinen und/oder Testosteron führt zu vermehrter Apoptose
(Hikim et al., 1998), wobei dieser Einfluss vermutlich indirekt auf die Keimzellen
einwirkt, da Hormonrezeptoren nur bei somatischen, jedoch nicht bei Keimzellen
bekannt sind (Print und Loveland, 2000).
Weitere Faktoren stellen einerseits Umwelteinflüsse, wie zum Beispiel Hyper- und
Hypothermie und ionisierende Strahlen dar, andererseits sind Zellrezeptoren, wie
beispielsweise der Tyrosinkinase-Rezeptor c-kit und der Fas-Rezeptor, in
Zusammenspiel mit ihren Liganden für die Kontrolle über Leben oder Tod der
Keimzelle bedeutsam (Lee, 1997, 1999; Pentikäinen, 1999; Print und Loveland, 2000).
1.4.1. Bedeutung der Sertoli-Zellen für die Keimzellapoptose
Während des Prozesses der Spermatogenese ist jede Keimzelle eng eingebettet in eine
oder mehrere somatische Sertoli-Zellen. Neben den oben genannten physikalischen und
nutritiven Aufgaben erfüllen die Sertoli-Zellen auch die Funktion, Signale an die
benachbarten Keimzellen zu übertragen. Zu diesen können dabei sowohl das Überleben
fördernde als auch hemmende Signale gehören (Print and Loveland, 2000).
Diese Signale werden in der Regel über direkten Kontakt der Zellmembranen
übertragen. Als ein Signal, welches den  Keimzellen das Überleben sichert, wird das
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von den Sertoli-Zellen gebildete Protein SCF  (stem cell factor) angesehen. Über
Kontakt mit seinem Rezeptor c-kit, der an der Zelloberfläche von Keimzellen
präsentiert wird, ist im Tiermodell eine Apoptose-hemmende Wirkung nachgewiesen
worden (Print and Loveland, 2000; Yan, 2000). Inwiefern diese Erkenntnisse auf den
Menschen übertragbar sind, ist noch unklar.
Neben der Aufgabe, das Überleben von Keimzellen sicherzustellen bzw. auch den
Zelltod zu induzieren, steht den Sertoli-Zellen auch die oben genannte Aufgabe zu,
apoptotische Keimzellen zu phagozytieren, bevor Zellinhalt der degenerierenden Zellen
die umliegenden Keimzellen schädigen kann (Shiratsuchi et al., 1997, 1999).
1.4.2. PS-Expression und Phagozytose von Keimzellen
Da der Apoptoseprozess und die darauf folgende Phagozytose auch in den Tubuli
seminiferi, in welche Makrophagen physiologisch nicht infiltrieren, zu beobachten ist,
wird dort die Phagozytose apoptotischer Zellen durch semi-professionelle Phagozyten
übernommen. Für die Aufnahme von Keimzellen sind dabei die Sertolizellen –
zusätzlich zu ihrer oben genannten unterstützenden Funktion – verantwortlich.
Bei histochemischen Untersuchungen des Hodengewebes von Säugetieren kann in der
Regel nur eine geringe Zahl von apoptotischen Keimzellen ermittelt werden. Deshalb
wird davon ausgegangen, dass die sterbenden Zellen schon in der Frühphase der
Apoptose aufgenommen werden (Shiratsuchi et al., 1997).
Anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen an Nagergewebe konnte
gezeigt werden, dass die Sertoli-Zellen Keimzellen phagozytieren. Der Frage nach dem
Mechanismus, der die Sertolizellen erkennen lässt, welche Keimzelle sich in der
Apoptose befindet, gingen Shiratsuchi et al. (1997; 1999) in ihren Studien nach und
stellten fest, dass sich der Erkennungsprozess ähnlich zu dem von Makrophagen in
anderen Geweben verhält. Saure Phospholipide, im speziellen Phospatidylserin (PS),
agieren nach ihrer Auffassung als Phagozytose-Signal für die Sertoli-Zellen (Shiratsuchi
et al., 1997). Die Sertoli-Zellen erkennen die apoptotische Präsentation des PS über
spezielle Aufnahme-Rezeptoren (scavenger-receptors). Einen dieser Rezeptoren
konnten Shiratsuchi et al. 1999 identifizieren, den Rezeptor SR-BI (Class B scavenger
receptor type I). Andere Rezeptoren, die ebenfalls auf PS reagieren, werden vermutet.
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Die Präsentation von PS wurde unabhängig von der Differenzierungsstufe, in der sich
die apoptotischen Keimzellen befanden, beobachtet. Dies stärkt die Ansicht, dass diese
Externalisierung von PS in der Frühphase der Apoptose ein universelles Merkmal
apoptotischer Zellen ist (Shiratsuchi et al., 1997, 1999).
1.4.3. Fas und Keimzellapoptose
Diverse Studien befassten sich mit dem Nachweis von Fas bzw. FasL im Hodengewebe.
Bellgrau et al.  lokalisierten in ihrer Arbeit an Mäusen von 1995 mRNA des Fas-
Liganden in Sertoli-Zellen. Sie stellten die Hypothese auf, dass die Funktion dieses
Liganden in der Apoptoseinduktion von Fas-Rezeptor tragenden T-Lymphozyten läge
und damit zur Isolation des Keimzellgewebes vom Zugriff des Immunsystems
beigetragen würde.
Der Interaktion zwischen Fas-Ligand und –Rezeptor wird von einigen Arbeitsgruppen
eine entscheidende Rolle in der Kontrolle der Keimzellapoptose zugeschrieben.
Lee et al. konnten 1997 und 1999 in ihren Untersuchungen an Nagern den Fas-
Liganden auf der Zelloberfläche von Sertoli-Zellen und den Fas-Rezeptor auf der
Zelloberfläche von Keimzellen nachweisen. Da die Sertoli-Zellen in ihren
Experimenten vermehrt Fas-Ligand ausbildeten, nachdem sie den Sertolizell-Toxinen
Mono-(2-ethylhexyl)phtalat und 2,5-Hexandion ausgesetzt waren, kamen Lee et al. zu
folgender Annahme:
Das Fas Ligand-Rezeptor-System spiele eine Schlüsselrolle in der Regulation der
Keimzellapoptose und damit in der Kontrolle der Keimzellanzahl für die spezifischen
Spermatogenesestufen. Käme es zur Schädigung von Sertoli-Zellen, würden diese
Zellen die Produktion von FasL hochregulieren, um über eine vermehrte Apoptose von
Fas-Rezeptor tragenden Keimzellen die Anzahl jener an die verminderte Kapazität der
Sertoli-Zellen anzupassen. So solle gesichert bleiben, dass die unterstützende Funktion
der Sertoli-Zellen für die vorhandenen Keimzellen ausreiche.
Pentikäinen et al. konnten 1999 in ihrer immunhistochemischen Untersuchung von
humanem Hodengewebe in vitro ebenfalls den Fas-Liganden den Sertoli-Zellen und den
entsprechenden Rezeptor den Keimzellen, im speziellen den Spermatozyten und
Spermatiden, zuordnen. Des Weiteren konnten sie durch Blockade des Caspase-
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Reaktionswegs mit Hilfe eines universellen Caspase-Inhibitors eine verminderte
Apoptose der Keimzellen nachweisen. Sie kamen zu dem Schluss, dass auch beim
Menschen die Sertoli-Zellen zur Kontrolle der natürlichen Spermatogenese den Fas-
Apoptoseweg nutzen und dass an der Durchführung des Apoptoseprozesses Caspasen
beteiligt seien.
Auch Francavilla et al. postulieren in ihren Ergebnissen von 2000 und 2002 eine Rolle
des Fas-Systems für humane Keimzellen. Auch hier wurde ein großes Vorkommen von
FasL-mRNA  und FasL-Protein in humanen Sertoli-Zellen beobachtet und daraufhin
eine parakrine Signalübertragung auf die Keimzellen angenommen. Des Weiteren
wurde eine stark positive Korrelation zwischen der Anzahl Fas exprimierender und der
Anzahl apoptotischer Keimzellen festgestellt.
Diese Beobachtungen wurden in anderen Arbeiten kontrovers diskutiert.
So stellte Vaux 1998 dar, dass seine Arbeitsgruppe die Ergebnisse von Bellgrau et al. in
ihren Untersuchungen nicht reproduzieren konnte.
D´Alessio et al.  beschrieben 2001 in ihrer Arbeit an Nagetieren anhand eines anderen
methodischen Vorgehens eine andere Lokalisation der Fas-Liganden und –Rezeptoren.
Es gelang ihnen nicht, den Fas-Liganden auf Sertoli-Zellen nachweisen. Dafür
entdeckten sie aber in erhöhtem Maße FasL-mRNA im Zytoplasma von meiotischen
und postmeiotischen Keimzellen sowie den Liganden selbst an der Zelloberfläche reifer
Spermatozoen. Die Konzentration des Fas-Liganden entsprach dabei ungefähr einer
Konzentration, die an der Oberfläche von aktivierten Lymphozyten beobachtet werden
konnte. Unter der Annahme, dass die Transkriptionsrate des in Spermatozoen
kondensierten Chromatins nur sehr gering sei, kamen D´Alessio et al. zu der
Schlussfolgerung, dass die messenger-RNA für FasL während früherer Stufen der
Spermatogenese und Spermiogenese kumulativ im Zytoplasma angesammelt werde und
der Ligand selbst teilweise für die Präsentation an der Zelloberfläche der reifen
Spermatozoen akkumuliert werde.
Sie stellten die Hypothese auf, der Fas-Ligand würde an der Oberfläche der
Spermatozoen die Funktion übernehmen, über eine Apoptose-Induktion von
Immunzellen der Autoimmunreaktion des eigenen Organismus auf dem Weg durch den
männlichen Genitaltrakt zu entkommen und ebenso der allogenen Reaktion des
weiblichen Zielorganismus entgegenzuwirken, um letztlich zu einer erfolgreichen
Befruchtung beizutragen.
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Diese Funktion des Selbstschutzes gegen eine Immunantwort des weiblichen
Genitaltrakts wurde erneut 2003 von Riccioli et al. anhand eines Versuchs an Mäusen
propagiert. Es wurde auf  die Notwendigkeit hingewiesen, die Bedeutung von
möglichen Parallelen bei humanen Spermatozoen eingehend zu untersuchen.
1.5. Apoptose reifer Spermatozoen
Die Rolle der Apoptose bei Spermatozoen ist bis zum heutigen Zeitpunkt noch
weitgehend unklar. Trotz vieler Anstrengungen in den letzten Jahren, die Bedeutung des
programmierten Zelltodes auch für reife, potentiell befruchtungsfähige Spermien,
herauszuarbeiten, gibt es diesbezüglich nur wenige und häufig widersprüchliche
Informationen. Für die Vorstufen der reifen Spermatozoen bestehen – wie bereits oben
erläutert - allgemein anerkannte Hypothesen und Erkenntnisse im Hinblick auf
Bedeutung und Mechanismus der Apoptose. Für die reifen Spermatozoen fehlen nicht
zuletzt wegen der Schwierigkeit, den Apoptoseprozess in-vitro zu studieren, ähnlich
fundierte Erkenntnisse (Oosterhuis, 2000).
1.5.1. Methoden der Apoptosedetektion
Es gibt einige verschiedene methodische Ansätze, die Apoptose von Spermatozoen
nachzuweisen. Gorczyca et al. beschrieben erstmals 1993, dass sich in-situ DNA-
Strangbrüche sowie eine erhöhte Sensitivität der DNA für Denaturierung bei
abnormalen humanen Spermatozoen erkennen ließen. Diese typischen Veränderungen
waren schon von apoptotischen somatischen Zellen bekannt. Sie vermuteten, dass die
Aktivierung der endogenen Endonuklease, welche bei somatischen Zellen ausgiebige
DNA-Schäden verursacht, auch verantwortlich sein könnte für die Veränderungen in
Spermatozoen und damit für die Entfernung defekter Keimzellen aus dem
Reproduktionspool (Gorczyca et al., 1993).
Mit Hilfe des TUNEL-Tests (TUNEL = terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick-end labelling) können die oben genannten Brüche in der Doppelstrang-DNA
durch die Wirkung der terminalen Deoxynukleotidyltransferase mit Fluorescein-
markierten dUTP-Molekülen dargestellt werden (Barroso et al., 2000). Die Auswertung
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kann über Fluoreszenz-Mikroskopie oder Flowzytometrie erfolgen. Anhand dieser
Technik gelang es Baccetti et al. 1996, eine höhergradige DNA-Fragmentierung bei
ejakulierten Spermatozoen infertiler Männer festzustellen (Baccetti et al., 1996).
Die TUNEL-Technik wurde für somatische Zellen in zahlreichen Studien als
zuverlässiger Marker der Apoptose bewiesen. Ob sie jedoch für die Auswertung der
Apoptose reifer humaner Spermatozoen geeignet ist, wird bisher noch unterschiedlich
bewertet (Ricci et al., 2002).
Zum einen könne nach Auffassung einiger Studien aufgrund von DNA-Strangbrüchen
nicht mit letzter Sicherheit zwischen Apoptose, Nekrose und autolytischem Zelltod als
Ursache differenziert werden (Barroso et al., 2000), zum anderen konnte in einer 2000
veröffentlichten Studie keine Verbindung zwischen der DNA-Fragmentierung und
anderen, auf elektronenmikroskopischer Ebene beobachteten apoptotischen
Veränderungen aufgezeigt werden (Muratori et al., 2000).  Trotz dieser Kritikpunkte
wurde der TUNEL-Test in vielen, auch neueren Arbeiten angewandt und entweder mit
anderen Kriterien der Apoptose, wie dem Annexin V-Test (Shen et al., 2002), oder mit
Kriterien der Spermienqualität, wie der Spermienmorphologie (Gandini et al., 2000)
oder Motilität (Barroso et al., 2000) verglichen.
Die Möglichkeit, durch ultrastrukturelle Beobachtungen typischer apoptotischer
Veränderungen in reifen Spermatozoen auf den programmierten Zelltod
zurückzuschließen, etablierten Baccetti et al. 1996. Dabei beobachteten sie unter
anderem Veränderungen des Chromatins, der Kernhülle, der Plasmamembran, und das
Auftreten zytoplasmatischer Vakuolen.
Weitere Ansätze der Apoptose-Bestimmung bei Spermatozoen stellen neben anderen
die Chromatinanfärbung mit DAPI, DNA-Elektrophorese, Bestimmung von pro- und
antiapoptotischen Proteinen im Immunoblotverfahren (Blanc-Layrac et al., 2000),
Bestimmung aktiver und inaktiver Caspasen  bzw. von deren Substraten mit Hilfe
immunzytochemischer und fluorometrischer Analysen (Weng et al., 2002) oder auch
die Anfärbung von Einzelstrangbrüchen der DNA mit Hilfe selektiver Antikörper
(Barroso et al., 2000) dar.
Eine Methode, Spermatozoen quantitativ darzustellen, bei denen der apoptotische
Mechanismus trotz an der Zelloberfläche präsentiertem Fas-Rezeptor nicht ausgelöst
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wurde, schlugen Sakkas et al. 1999 vor. Sie untersuchten flowzytometrisch das
Vorkommen von Fas-Rezeptoren an der Spermatozoenoberfläche und verglichen es mit
qualitativen Spermienparametern wie Anzahl und Morphologie (Sakkas et al., 1999).
Der Annexin V-Test zur Entdeckung apoptotischer Spermatozoen in der Frühphase der
Apoptose wurde von Glander und Schaller 1999 und Oosterhuis et al. 2000 erstmals
angewandt.
1.5.2. Expression von Fas bei reifen Spermatozoen
Sakkas et al. nahmen 1999 eine flowzytometrische Untersuchung zum Vorkommen von
Fas-Rezeptoren an der Oberfläche humaner, ejakulierter Spermatozoen vor. Sie
verglichen die Spermien-Qualitätsparameter Konzentration, Motilität und Morphologie
der untersuchten Patienten mit der flowzytometrisch ermittelten Quantität der Fas-
Expression. Dabei konnte bei einer gewissen Anzahl der ejakulierten Spermatozoen
eine Bindung von Maus anti-human Antikörpern gegen den humanen Fas-Rezeptor
dargestellt werden. Auffällig war, dass die Ejakulate von Männern mit normaler
Spermienkonzentration nur geringfügige Fas-Expression zeigten, während bei
abnormalen Spermienparametern ein höheres Vorkommen an Fas-Expression
festzustellen war. Sakkas et al. stellten basierend auf diesen Beobachtung die Theorie
auf, dass diese Spermatozoen während des Differenzierungs- und Reifungsprozesses der
eigentlich beabsichtigten Apoptose entgangen seien. Dies sei entweder auf eine
Dysfunktion der FasL-Produktion der Sertolizellen oder auf eine fehlerhafte Fas-
vermittelte Apoptose der Keimzellen – trotz FasL-Bindung - zurückzuführen. Eine
erhöhte Fas-Expression bei Spermatozoen ließe so auf eine unvollkommene Apoptose
im Verlauf der Spermatogenese schließen (Sakkas et al., 1999).
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1.5.3. Der Annexin V-Test zur Untersuchung humaner Spermatozoen
Die Resultate der konventionellen Ejakulatanalyse des Mannes konnten bisher nur dann
mit dem Erfolg künstlicher Befruchtungen in Zusammenhang gebracht werden, wenn
die Parameter bestimmte Minimalwerte unterschritten. Als Erfolge wurden dabei die
erzielten Schwangerschaften betrachtet.
Um auch Ejakulate mit Werten oberhalb der Grenzen für die Standardparameter auf ihre
Eignung für künstliche Befruchtungen beurteilen zu können, war und ist es von
Bedeutung, neue Techniken für aussagekräftige Parameter zu schaffen (Oosterhuis et
al., 2000).
Mit dem Ziel, durch den Annexin V-Test die Apoptose humaner Spermatozoen im
Ejakulat quantitativ zu erfassen, wurde der Test in verschiedenen Studien an humanen
Spermatozoen angewandt. Beabsichtigt war, dadurch einen Parameter der
Spermienqualität, der relativ einfach zu analysieren wäre, für die Routineuntersuchung
zu etablieren.
Eine erste Untersuchung konnte dabei eine positive Korrelation zwischen
Spermienmotilität und anhand des Annexin V-Tests ermittelter Apoptoserate nach
Gefrierlagerung und anschließendem Auftauen der Spermatozoen zeigen (Glander und
Schaller, 1999).
Oosterhuis et al. ermittelten 2000 die Apoptoseraten von ejakulierten Spermatozoen
sowohl mit dem Annexin V-Test als auch mit dem TUNEL-Test. Sie konnten zeigen,
dass sowohl die relative Anzahl TUNEL-positiver, als auch Annexin V-positiver
Spermatozoen stark mit geringen Spermienkonzentrationen korrelierten. Sie zogen den
Schluss, dass eine geringe Spermienkonzentration durch eine hohe Apoptoserate
hervorgerufen werden könnte.
Des Weiteren berichteten die Autoren von einer signifikanten Korrelation von PS-
Expression – durch Annexin V-Test ermittelt – und geringer Spermienmotilität - ein
gegensätzliches Ergebnis zu den Beobachtungen von Glander und Schaller. Zwischen
der relativen Anzahl von PS-präsentierenden, also Annexin V-positiven, Spermatozoen
und der relativen Anzahl der TUNEL-positiven Spermatozoen mit DNA-Strangbrüchen
konnten die Autoren keine Korrelation feststellen, was sie auf den unterschiedlichen
Zeitpunkt der Detektion im Apoptoseprozess zurückführten. Während die PS-
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Expression ein Merkmal der Frühphase darstellt, zeigen sich Strangbrüche erst im
Finalstadium der Apoptose (Oosterhuis et al., 2000).
Zu ähnlichen Ergebnissen kam eine weitere Studie an humanen Spermatozoen
subfertiler Patienten von Shen et al. 2002, in der ebenfalls Resultate der TUNEL-
Testung mit denen des Annexin V-Tests verglichen wurden und keine Korrelation
zwischen der Anzahl Annexin V-positiver / vitaler Zellen, und TUNEL-positiven Zellen
ermittelt werden konnte. Allerdings stellten die Autoren eine Korrelation zwischen
TUNEL-positiven Spermatozoen und solchen Zellen fest, die sich sowohl im Annexin
V-Test als auch in der Vitalfärbung mit Propidium Iodid (PI) positiv zeigten. Diesen
Zusammenhang begründeten sie durch die Theorie, dass letztere Spermatozoen eher
spät apoptotische anstatt nekrotische Zellen darstellten.
Die Tatsache, dass in ihrer Studie nur TUNEL-positive bzw. Annexin V/PI-positive
Zellen mit den klassischen Spermienqualitätsparametern korrelierten, führte die Autoren
zum Schluss, dass die Spermienfunktion nur in der Spätphase der Apoptose beeinflusst
würde, wenn sich DNA-Schäden und Zellmembranschäden bemerkbar machten.
Der Prozentanteil apoptotischer Spermatozoen korrelierte in dieser Studie signifikant
positiv mit totaler Spermienanzahl und Spermienkonzentration. Zur Erklärung zogen
die Autoren die Theorie von Sakkas et al. hinzu, eine erhöhte Anzahl von apoptotischen
Spermatozoen im Ejakulat subfertiler Männer sei auf eine unvollkommene Apoptose
während der Keimzellentwicklung zurückzuführen (Shen et al., 2002).
Der Annexin V-Test wurde von allen Autoren als sinnvolle Analysemethode zur
Untersuchung früh apoptotischer Zellen bezeichnet, auch wenn die Ergebnisse der
Vergleichsstudien zum Teil differieren. Es ist zumindest zum heutigen Zeitpunkt die
einzige Methode zur Untersuchung der Apoptose lebender Spermien, die Zellen müssen
nicht fixiert werden und die Methode beinhaltet keine enzymatische Aktivität (Ricci et
al., 2002).
Auch wenn zwischen dem apoptotischen Index, also dem Anteil Annexin V-positiver,
vitaler Zellen an allen vitalen Zellen, und Abnormalitäten des Ejakulats in einigen
Studien kein Zusammenhang gezeigt werden konnte (Shen et al., 2002; Ricci et al.,
2002), vermag der Test doch zuverlässig die als früh-apoptotisch definierten
Membranveränderungen der Spermatozoen aufzudecken. Ob früh-apoptotische
Spermatozoen jedoch auch in ihrer Funktion gestört sind, die Spermienqualität also
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beeinträchtigt ist, wird bisher kontrovers diskutiert. Gerade auch im Hinblick auf die
Bedeutung solcher Veränderungen für den Erfolg künstlicher Befruchtungen sind
weitere Untersuchungen nötig, um diese Frage zu klären (Barroso et al., 2000; Shen et
al., 2002).
1.6. Die Akrosomreaktion bei Ejakulat-Untersuchungen in vitro
Die Akrosomreaktion der Spermatozoen ist ein exozytotischer Prozess, der essentiell für
die Penetration der Zona pellucida und die Bindung an die weiblichen Eizelle ist. Es
kommt im Verlauf dieses Prozesses zum Verschmelzen der äußeren akrosomalen
Membran (outer acrosomal membrane, OAM) und der darüber lokalisierten
Plasmamembran (Centola et al., 1997; Skrzypek, 1999). Als auslösende Faktoren im
weiblichen Genitaltrakt werden unter anderem Rezeptoren der Zona pellucida
angesehen, im speziellen das Glykoprotein ZP3, welches an die Spermienoberfläche
bindet und Veränderungen der Spermatozoenmembran, der Anzahl des freien
intrazellulären Ca2+ und des pH-Werts bewirkt (Nolan und Hammerstedt, 1997). Auch
andere physiologische induktive Faktoren wie Kalzium-Kanal Proteine oder das
Aktionspotential werden diskutiert, gemeinsam scheint allen, dass die akrosomale
Reaktion letztlich durch einen starken Einstrom von Ca2+ - Ionen in das Zytosol in Gang
gebracht wird (Skrzypek, 1999).
Die Fähigkeit der Spermatozoen, eine Akrosomreaktion durchzuführen, wird im
Verlaufe der epididymalen Reifung erworben. Beim Transit durch den Epididymis
kommt es dabei zu einer Reihe von Membranveränderungen, durch welche die
Spermatozoen die Fähigkeit zur Akrosomreaktion und damit zur Befruchtung erlangen
(Nolan und Hammerstedt, 1997).
Bestimmte Komponenten des Seminalplasmas sind in der Lage, an die Spermatozoen zu
binden und die Akrosomreaktion in vitro zu inhibieren (Nolan und Hammerstedt, 1997).
Trotzdem kommt es bei in-vitro Untersuchungen  humaner ejakulierter Spermatozoen in
der Regel zur spontanen Akrosomreaktion eines kleinen Anteils der Zellen. Dieser
Anteil ist unter anderem abhängig vom Kulturmedium, der Aufbereitung der Ejakulate
und der Inkubationsdauer (Mortimer et al., 1989; Nolan und Hammerstedt, 1997;
Esteves et al., 1998; Green et al., 1999).
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Um die Akrosomreaktion humaner Spermatozoen nachzuweisen, kann man sich
verschiedener Methoden bedienen. Neben der Elektronenmikroskopie mit direktem
Nachweis der akrosomalen Strukturen sowie verschiedener zytochemischer
Färbetechniken und anschließender Mikroskopie besteht die Möglichkeit, Antigene der
inneren akrosomalen Membran (IAM) über eine spezifische Antikörperbindung
nachzuweisen. Die IAM bildet nach Ablauf der Akrosomreaktion die äußere
Grenzschicht der Spermatozoen. Strukturen wie das an die IAM gebundene CD46
Antigen sind dem Nachweis durch Antikörper frei zugänglich, ohne dass die Membran
permeabilisiert werden muss. So bleiben die Zellen vital und können mit Hilfe
fluoreszierender Farbstoffe als Markierung, wie z.B. FITC, wie in der vorliegenden
Arbeit flowzytometrisch dargestellt werden.
Auch bei der flowzytometrischen Betrachtung von Akrosom-reagierten Spermatozoen
ist es von Bedeutung, vitale von avitalen Zellen abzugrenzen. Da das Akrosom
hydrolytische Enzyme enthält, die bei zugrunde gehenden Zellen zu einer Auflösung
des Akrosoms führen können, kann eine physiologische Akrosomreaktion von solchen
Zellen vorgetäuscht werden. Um bei Nachweisstudien der Akrosomreaktion geschädigte
und tote Zellen von vitalen abzugrenzen, kann man sich unter anderem ähnliche
Abgrenzungsmethoden wie beim Annexin V-Test zu nutze machen. Fluoreszierende
Farbstoffe wie Propidium Iodid oder Ethidium Bromid können mit der DNS in den
Zellkernen Komplexe bilden, jedoch nicht intakte Zellmembranen penetrieren. So
kommt es lediglich bei Zellen mit geschädigten Zellmembranen zur Komplexbildung
und Fluoreszenz, die sich fluoreszenzmikroskopisch oder flowzytometrisch nachweisen
lassen (Skrzypek, 1999).
Spermatozoen durchlaufen im weiblichen Genitaltrakt vor der Akrosomreaktion eine
Reihe von physiologischen Veränderungen, die unter dem Begriff Kapazitation
zusammengefasst werden. Zu diesen Veränderungen gehören vor allem Veränderungen
in der Zusammensetzung der Zellmembran wie z.B. Abnahme des Membrancholesterins
und Translokation von Membranphospholipiden, wie Phosphatidylserin und
Phosphatidylethanolamin (Skrzypek, 1999; Gadella und Harrison, 2002).
Diese Kapazitationsvorgänge können auch in vitro imitiert werden. Wichtig dafür ist
eine Inkubation der Spermien in Albumin-haltigen Kulturmedien mit einer bestimmten
Konzentration an Kalziumionen.
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Um die Akrosomreaktion in-vitro zu induzieren, kann man sich neben der Anwendung
physiologischer Auslöser wie Follikelflüssigkeit oder Serumalbumin auch
unphysiologischer Methoden bedienen, zu denen Lagerung der Spermatozoen bei
niedrigen Temperaturen, Anwendung eines elektrischen Stromstoßes oder die
Verwendung von Kalziumionophoren gehören (Skrzypek, 1999). Diese Ionophoren, wie
z.B. A23178, 4-Bromo-A23187 oder Ionomycin, sind in der Lage, Kalziumionen im
Austausch gegen Protonen in die Zelle zu transportieren und dadurch die
Akrosomreaktion auszulösen (Erdahl et al., 1994). In elektronenmikroskopischen
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass sich nach Inkubation von humanen
Spermatozoen mit A23187 die für die Akrosomreaktion typischen Vesikulationen der
Plasmamembran und darunter liegender Akrosommembran zeigten (Russel et al., 1979;
Nagae et al., 1986).
1.7. Antispermien-Antikörper
Antikörper gegen Spermatozoen des Mannes (ASA, anti-sperm antibodies) können eine
immunologische Infertilität verursachen, wenn diese durch ihre Bindung an die
Keimzellen die Interaktion zwischen Spermium und Eizelle beeinträchtigen.
ASA können im Ejakulat an Spermatozoen gebunden oder frei im Seminalplasma,
sowie in Zervikalmukus, Eileiter- oder Follikelflüssigkeit von Frauen nachgewiesen
werden. Auch im Blutserum von Männern und Frauen treten ASA gelegentlich auf, hier
stellen sie jedoch lediglich Iso-Antikörper dar, die anscheinend keine Gefahr für die
Fertilität darstellen.
In der Routineuntersuchung werden ASA durch den Immunobead-Test oder den MAR-
Test (MAR = mixed antiglobulin reaction) mit Hilfe von Antiglobulin-beschichteten
Partikeln nachgewiesen.
Es gibt eine Reihe von Antigenen, die bisher in der Spermatozoenmembran identifiziert
werden konnten, an die ASA binden können. Dabei ist noch in vieler Hinsicht unklar,
welche Bindungen dabei für eine verminderte Befruchtungsfähigkeit verantwortlich sein
könnten.
Unter anderem wurden nach ASA-Bindung Einschränkungen der Motilität, der
Penetration des Zervikalmukus,der Zona pellucida-Bindung und –Penetration, sowie ein
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vorzeitiges Auslösen der Akrosomreaktion beobachtet, allerdings werden einige der
Ergebnisse auch kontrovers diskutiert.
Nicht alle ASA beeinflussen die Spermienfunktion. Dieses kann auf die Tatsache
zurückgeführt werden, dass die von ihnen gebundenen Antigene für den
Fertilisationsprozess nicht von Bedeutung sind oder die Antikörper nicht an die
funktionelle Domäne der Antigene binden (Bohring und Krause, 2003).
Die Blut-Hoden-Schranke des Mannes, gebildet durch die engen Kontaktzonen der
Sertoli-Zellen sowie die Epithelien der Nebenhoden verhindern im Normalfall einen
Antigenkontakt der Keimzellen mit immunkompetenten Zellen. Entwicklungsanomalien
der Blut-Hoden-Schranke, Hodentraumata, Gefäßaplasien, Genitalinfektionen oder
operative Eingriffe am Hoden können jedoch zu einem Antigen-Kontakt und sukzessive
zur Bildung von ASA führen.
In vitalen Zellen sind ASA nicht in der Lage, die äußere Zellmembran zu penetrieren.
Nur bei Spermatozoen, die bereits die Akrosomreaktion durchlaufen haben, werden
auch Antigene der inneren Akrosommembran für ASA zugänglich. Aus diesem Grunde
scheinen nur Antigene der Spermatozoenmembran und der inneren Akrosommembran
relevant für die Fertilität beeinflussende Wirkung der ASA (Bohring und Krause, 2003).
Welchen Einfluss ASA auf die Apoptose von Spermatozoen haben, ist bisher noch
fraglich.
Bohring et al. gelang es 2001, die inaktive Form der Caspase-3 als Antigen für ASA-
Bindung zu identifizieren. Die Frage, ob diese Bindung eine Rolle für die Apoptose
spielt oder die Caspase-3 lediglich ein Rudiment des Apoptoseprogramms während der
Keimzellentwicklung darstellt, blieb bisher unbeantwortet (Bohring et al., 2001;
Bohring und Krause, 2003).
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1.8. Flowzytometrie in der Analyse der Apoptose
1.8.1. Allgemeine Prinzipien der Flowzytometrie
Die Flowzytometrie misst optische Merkmale und Fluoreszenzeigenschaften einzelner
Zellen oder auch einzelner anderer Partikel (z.B. Zellkerne, Mikroorganismen,
Latexpartikel).
Die qualitative und quantitative Bestimmung der Größe der Zellen und der
Beschaffenheit des Zellinneren kann Aufschluss über bestimmte Zellpopulationen in
einer Suspension geben.
Fluoreszenzfarbstoffe können entweder an verschiedene Zellbestandteile wie DNA oder
RNA direkt binden bzw. interkalieren oder mit Antikörpern konjugiert an spezifische
Antigene der Zellmembran oder des Zellinhalts binden und so die entsprechenden
Strukturen darstellbar machen. Werden die markierten Zellen von der Lichtquelle des
Flowzytometers getroffen, kommt es zu einer Anregung der Fluoreszenzmoleküle und
sukzessive zu einer Emission von Lichtenergie einer anderen Wellenlänge. Bei
Verwendung mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe mit ähnlichen
Lichtwellenlängen zur Anregung (Immissionsspektren), aber unterschiedlichen
Lichtwellenlängen der Emission (Exitationsspektren), können auch verschiedene
Zellmerkmale gleichzeitig ausgewertet werden. In Forschung und Klinik häufig
angewendete Fluoreszenzfarbstoffe sind z.B. Phycoerythrin, Fluorescein und Propidium
Iodid.
In den heute üblichen Flowzytometern werden die Zellen in Suspension - umgeben von
einer isotonischen Flüssigkeit, die einen laminaren Fluss gewährleistet – einzeln an
einen bestimmten Punkt gespült. Dort kreuzt ein Strahl monochromatischen Lichts, in
der Regel ein Laser, die vorbeifließenden Zellen. Das Licht wird beim Auftreffen auf
die Zellen gestreut und von Optiken gesammelt, die das Streulicht auf eine Reihe von
Filtern und Strahlteilerspiegeln leiten, welche wiederum Licht bestimmter Wellenlängen
reflektieren. Die Lichtsignale werden letztendlich von Photonenverstärkerröhren
aufgenommen und für die Computeranalyse digitalisiert. Das in Richtung des
Laserstrahls gestreute Licht (FSC, forward scatter, Vorwärtsstreulicht) gibt Aufschluss
über die Zellgröße. Über das Streulicht, das von der Zelle senkrecht zum  Laserstrahl
anfällt (SSC, side scatter, Seitwärtsstreulicht), lässt sich die Granularität der Zelle
bestimmen. Bei Anwendung der Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich die
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Fluoreszenzintensitäten der spezifischen Exitationsspektren mit Hilfe der speziellen
Linsen-, Spiegel- und Filtersysteme messen.
Die meisten heutzutage in Laboratorien angewandten Geräte bestimmen von jeder
einzelnen Zelle die Parameter FSC, SSC und die Fluoreszenzintensitäten in mehreren
Fluoreszenzkanälen. In der Computerauswertung werden die Daten üblicherweise in
Form von Histogrammen als Einparameterdarstellung oder in Form von zwei-
dimensionalen Dot Plots als Zweiparameterdarstellung angezeigt (Skrzypek, 1999;
Brown und
Wittwer, 2000).
Abbildung 1.6: Schematische Darstellung eines Flowzytometers
Einzelzellen in Suspension fließen zu einem Kreuzungspunkt und werden dort vom Lichtstrahl eines
Argonlasers getroffen. Die Streulichtsignale werden vom FSC-Detektor, vom SSC-Detektor (1) und
verschiedenen Detektoren für die Fluoreszenzemission (2-4) aufgenommen. Anschließend werden die
Signale verstärkt und in digitale Form konvertiert für die Anzeige und Analyse am Computerbildschirm.
(Modifiziert nach Brown und Wittwer, 2000)
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1.9. Fragestellungen der Arbeit
Ziel dieser Arbeit ist die quantitative Bestimmung der Apoptoseraten von humanen
Spermatozoen mit Hilfe der Flowzytometrie nach Inkubation mit verschiedenen
Einflussfaktoren. Zur Ermittlung der Apoptoseraten kam der Annexin V-Test zur
Anwendung.
1. Aufbauend auf zuvor veröffentlichten Arbeiten, in denen ein Vorkommen von
Fas-Rezeptoren auf humanen Spermatozoen beschrieben wurde, sollte in dieser
Arbeit ein direkt mit Phycoerythrin konjugierter Fas-Antikörper verwendet und
dessen Bindung an Spermatozoen flowzytometrisch untersucht werden.
Gleichzeitig sollte die Apoptoserate der gleichen Ejakulate mit Hilfe des
Annexin V-Tests ermittelt werden, um mögliche Verbindungen zwischen
Vorkommen von Fas-Rezeptoren und Apoptoserate darzustellen.
2. Als zweiter Schwerpunkt der Arbeit sollte der Einfluss eines zweiten, nicht
konjugierten Fas-Antikörpers auf die Apoptoserate flowzytometrisch untersucht
werden, um eine mögliche Apoptoseinduktion durch Interaktion zwischen
Antikörper und Rezeptor nachzuweisen bzw. auszuschließen.
Da durch spontane Akrosomreaktionen unter in vitro-Bedingungen möglicherweise eine
Apoptose durch Membranveränderungen, die Phosphatidylserin für den die Annexin V-
Bindung zugänglich machen, vorgetäuscht werden könnte, sollte eine dritte
Versuchsreihe durchgeführt werden.
3. Es sollte sowohl die Anzahl der Spermatozoen mit spontaner als auch durch
Kalziumionophor ausgelöster Akrosomreaktion untersucht und mit den Annexin
V-Bindungsraten der entsprechenden Ejakulate flowzytometrisch verglichen
werden.
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Wie unter 1.7. beschrieben ist bis heute noch nicht vollends aufgedeckt, ob und auf
welche Weise die Bindung von Anti-Spermien Antikörpern an bestimmte
Spermatozoen-Antigene die Funktion der Spermatozoen und damit auch ihre
Befruchtungsfähigkeit beeinträchtigt.
4. Aus diesem Grund sollten als vierter Schwerpunkt dieser Arbeit die Annexin V-
Bindungsraten von Spermatozoen nach Bindung von Antispermien-Antikörpern
betrachtet werden, um zu untersuchen, ob jene Antikörper-Bindung die
Apoptose von Spermatozoen beeinflussen bzw. auslösen kann.
33
2. MATERIAL UND METHODEN
2.1. Untersuchungsgut
Die in diese Untersuchung aufgenommenen Ejakulate stammten aus dem
andrologischen Labor im medizinischen Zentrum für Hautkrankheiten der
Universitätsklinik Marburg.
Die Blutproben und die durch Masturbation gewonnenen Ejakulate stammten sowohl
von Spendern als auch von Patienten, welche die andrologische Sprechstunde zur
Durchführung einer Ejakulatuntersuchung aufgesucht hatten. Aus Datenschutzgründen
wurde eine anonyme Auswertung der Ejakulate vorgenommen.
2.2. Aufarbeitung der Ejakulate
Die Ejakulate wurden innerhalb von zwei Stunden nach Verflüssigung
weiterverarbeitet. Die Beschreibung der verschiedenen Versuchsreagenzien und/oder
ihre Zubereitung für den weiteren Gebrauch sind in Anhang Ι und Anhang II aufgeführt.
In Anhang ΙΙI sind die Adressen der Firmen aufgelistet, von denen Materialien oder
Reagenzien für diese Untersuchung erworben bzw. zur Verfügung gestellt wurden.
Soweit nicht abweichend beschrieben, wurden für die Versuche Kolbenhubpipetten
(EPPENDORF) unterschiedlicher Größe mit Einmalspitzen, sowie 16,5 ml-spitze
Polystyrolröhrchen (GREINER) und 5 ml Polystyrol Rundboden-Röhrchen (BECTON
DICKINSON) verwendet.
Die Tischzentrifuge „Hettich Universal“ (HETTICH) konnte in Schritten von 125
Umdrehungen/min (U/min) auf die Zentrifugationgeschwindigkeit eingestellt werden.
Die Zentrifugationskräfte in U/min ließen sich als Vielfaches der Erdbeschleunigung
abhängig vom Radius der Röhrchenböden zum Zentrifugenmittelpunkt einstellen.
2.2.1. Spermatozoenkonzentration
Vor der Aufreinigung wurde die Spermatozoenkonzentration der Ejakulate im
Anschluss an die Verflüssigung mit Hilfe der Computer-unterstützten Samenzellanalyse
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(CASA) bestimmt. Dafür wurde das Programm „Mika Motion Analyser V1.0“ (MIKA
MEDICAL) angewandt. Mit den ermittelten Werten der Spermatozoenkonzentration
konnten die Ansätze bei den verschiedenen Versuchsanordnungen auf die jeweils
erforderlichen Konzentrationen eingestellt werden, um den Einfluss unterschiedlicher
Spermatozoenkonzentrationen in den verschiedenen Versuchschritten auszugleichen.
2.2.2. Aufreinigung der Ejakulate
Die Ejakulate wurden nach der Konzentrationsbestimmung entweder sofort in einem
ersten Waschschritt mit Spermien-Präparations-Medium gewaschen, um die
Spermatozoen von Seminalplasma und Debris zu trennen, oder durch Swim-up unter
Berücksichtigung der WHO-Empfehlungen (WHO 1999) vorbehandelt und
anschließend in den Versuchen weiterverwendet. Das jeweilige Vorgehen bei der
Aufreinigung ist bei den Versuchsanordnungen beschrieben.
Das Spermien-Präparations-Medium ist ebenso wie das für die Swim-up
Vorbehandlung verwendete Universelle IVF-Medium ein kommerziell erhältliches
Produkt der Firma MEDICULT. Beide Medien basieren auf einer Earle`s gepufferten
Salzlösung mit einem firmeneigenen Serumzusatz unter Verwendung von humanem
Serumalbumin.
2.3. Bestimmung der potentiellen Apoptoserate mit Hilfe des Annexin V-Tests
2.3.1. Färbung mit Annexin V–FITC bzw. Annexin V-PE
Sowohl bei den Versuchen mit den CD95-Anikörpern, als auch bei den Versuchen zur
Akrosomreaktion und zum Einfluss von Spermatozoen-Antiköpern auf die
Apoptoserate wurde der Annexin V-Test zur quantitativen Darstellung der Menge
apoptotischer Spermatozoen angewandt.
Je nach Kombination mit anderen Fluoreszenz-Farbstoffen wurde dabei entweder ein
Annexin V – Fluorescein Isothiocyanat (FITC) – Konjugat oder ein Annexin
V–Phycoerythrin (PE)–Konjugat verwendet. FITC wurde bei der flowzytometrischen
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Messung in erster Linie über den Fluoreszenzkanal 1 erfasst, PE dagegen über den
Fluoreszenzkanal 2.
Nach Voruntersuchungen zeigte sich, dass einerseits für die angestrebten
Versuchsreihen eine Menge von 5 µl Annexin V pro 0,5 x 106 Spermatozoen
ausreichend war, andererseits das FITC-Konjugat eine deutlichere Fluoreszenz zeigte
als das PE-Konjugat und deshalb in den Versuchen verwendet wurde, in denen beide
Konjugate zur Auswahl standen.
Annexin V wurde den gewaschenen, in 1ml Annexin V–Bindungspuffer (nachfolgend
AV-Puffer genannt) gelösten Spermatozoen hinzugefügt und die Suspension mit der
Pipette durchmischt. Die Reagenzien waren zuvor auf Raumtemperatur gebracht
worden. Anschließend folgte eine Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur
(20° C) unter Lichtabschirmung und darauf ein nächster Waschschritt mit 2 ml Annexin
V - Bindungspuffer.
Der entstehende Überstand wurde abpipettiert und die Pellets wiederum mit AV–Puffer
resuspendiert. In dieser Form wurden die Ansätze der flowzytometrischen Messung
unterzogen.
2.3.2. Vitalfärbung mit 7-Amino-Actinomycin D
Da durch Nekrose zugrunde gegangene Zellen aufgrund der defekten Zellmembran
ebenso wie apoptotische Zellen Annexin V binden können, war eine Abgrenzung von
lebenden, in Apoptose begriffenen Zellen zu bereits toten Zellen notwendig.
Auch bei den Versuchsreihen mit Antikörperfärbung waren die lebenden von den toten
Spermatozoen zu differenzieren, da tote Zellen bzw. Zellbestandteile nekrotischer
Zellen Antikörper unspezifisch binden können und so die quantitative Auswertung
verfälschen können.
Die Abgrenzung wurde mit 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD, VIA- PROBE, BD
PHARMINGEN) durchgeführt. Diese gebrauchsfertige Lösung penetriert bei toten
Zellen die Zellmembran und färbt Nukleinsäuren. Es lässt sich sowohl mit FITC als
auch mit PE für die flowzytometrische Messung kombinieren.
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Bei den Versuchsreihen mit Annexin V wurden 10 µl 7-AAD jeder Probe zum gleichen
Zeitpunkt wie Annexin V zugefügt und die Suspensionen wie oben beschrieben
weiterbehandelt.
Bei den Versuchsreihen zur Antikörperbindung, bei denen 7-AAD ohne Annexin V
hinzugefügt wurde, reichte eine Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur
unter Lichtabschirmung aus. Anschließend erfolgte bei diesen Proben ein Waschschritt
mit PBS.
2.4. Annexin V-Test nach Inkubation mit Antikörpern
2.4.1. Ansatz der Spermatozoen-Antikörper-Suspensionen
Vor der Behandlung mit den Antikörpern wurden die Ejakulate in einem ersten
Zentrifugationsschritt gewaschen. Dafür wurde eine bestimmte, an die
Spermatozoenkonzentration angepasste Menge des Ejakulats mit 4 ml, auf 37°C
vorgewärmtem Spermien-Präparations-Medium (nachfolgend mit SP-Medium benannt)
in einem spitzen 16,5 ml GREINER-Röhrchen durchmischt und für 10 min bei 400g
zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend abpipettiert und verworfen. Das Pellet
wurde mit dem vorgewärmten SP-Medium so resuspendiert, dass eine Lösung von  ca.
10 Millionen Spermatozoen pro Milliliter (+ 1 Million) entstand.  Von dieser Lösung
wurden je 50 µl (entsprechend ca. 500.000 Spermatozoen) in die 5 ml Rundboden-
Röhrchen gegeben und mit je 200 µl frischem, vorgewärmtem SP-Medium suspendiert.
Zu diesen Ansätzen von 250 µl Spermatozoenlösung wurden die Fas-Antikörper nach
unten  aufgeführtem Schema (Tabelle 2.1.) hinzugegeben und diese Suspension durch
wiederholtes Aufziehen in eine  Pipettenspitze durchmischt. Anschließend wurden die
Ansätze in den Röhrchen in einer feuchten 8-10%-igen CO2-Atmosphäre für 4 Stunden
im Brutschrank bei 37° C inkubiert. Zum Generieren dieser CO2-Athmosphäre wurde
ein luftdicht abschließendes Inkubationsgefäß (2,5 L–Anaerobentopf) sowie CO2-
Anaerocult®-Beutel der Firma Merck verwendet. Nach Zugabe von Wasser zu diesen
Beuteln wird eine bestimmte Menge Sauerstoff an das fein verteilte Eisenpulver
chemisch gebunden und gleichzeitig CO2 aus Natriumcarbonat freigesetzt. Je ein Beutel
pro Inkubation wurde mit 6 ml Aqua dest. überschichtet und mit Hilfe zweier
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Halterungsstäbe aufrecht in das Inkubationsgefäß gestellt, das im Anschluss luftdicht
verschlossen in den Brutschrank gestellt wurde.
Die Inkubationszeit wurde aufgrund der Herstellerangaben (BD PharMingen Technical
Datasheet 550042; CYTOGNOS Data Sheet Ref: CYT95PE2) und der Rückschlüsse
aus den Vorversuchen auf 4 Stunden festgelegt, um eine ausreichende Dauer für die
Bindung der Antikörper und den Ablauf der zu erwartenden Apoptosevorgänge zu
gewährleisten.
Nachdem Annexin-V-Test und Vitalprobe durchgeführt wurden (siehe Tabelle 2.1.),
wurde in der anschließenden flowzytometrischen Auswertung zum einen die erfolgte
Apoptoseauslösung anhand der Annexin V-FITC-Färbung untersucht, zum anderen die
direkte Antikörperbindung durch CD95-PE anhand der Fluoreszenz in FL2 beurteilt.
Der Anteil vitaler Zellen mit deutlichem PE-Fluoreszenzmuster an allen vitalen Zellen
wurde als Anteil Fas-positiver Zellen gewertet.
Tabelle 2.1.: Antikörper-Ansätze
2.4.2. Annexin V-Test und Vitalprobe in der Fas-Versuchsreihe
Nach der vierstündigen Inkubationszeit erfolgte ein zweiter Waschschritt. Den
Röhrchen wurden je 2 ml PBS-Puffer zugefügt und die Suspensionen wiederum durch
wiederholtes Aufziehen mit einer Pipettenspitze durchmischt. Es wurde für 10 Minuten
bei 400 g zentrifugiert und der Überstand anschließend abpipettiert, die Pellets wurden
mit 1 ml AV-Puffer resuspendiert. Zu dieser Suspension der vorbehandelten
Spermatozoen in AV-Puffer wurden – abgesehen von den entsprechenden
Kontrollproben – je 5 µl gebrauchsfertige Lösung von FITC-konjugiertem Annexin V
(CALTAG LABORATORIES, Product Code ANNEXINV01) und je 10 µl der
Antikörper Klon-
Nummer
Konjugierter
Fluoreszenz-
Farbstoff
Isotyp    Menge Menge
pro
Ansatz
Firma /
Katalognummer
1.
CD95-PE
(fas/Apo-1)
3.22 Phycoerythrin Maus
IgG-1
kappa
1ml/200
Tests
10µl CYTOGNOS/
CYT95PE2
2.
CD95
(fas/Apo-1)
EOS9.1 Nicht
konjugiert
Maus
IgM
kappa
0,1mg/0,2ml
= 0,5mg/ml
5µl
= 2,5µg
BD
PHARMINGEN/
550042
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gebrauchsfertigen 7-AAD-Lösung (BD PHARMINGEN, Katalognummer 34321X) zur
Lebend-Tot-Abgrenzung hinzugegeben.
Nach Durchmischen dieser Ansätze erfolgte eine Inkubationszeit von 15 Minuten bei
Raumtemperatur unter Lichtabschirmung. Anschließend wurden den Ansätzen jeweils
2 ml frischer AV-Puffer hinzugegeben, durchmischt und  in einem dritten Waschschritt
bei 400 g für 10 Minuten  zentrifugiert. Die Pellets wurden nach Abpipettieren und
Verwerfen des Überstands mit 1 ml AV-Puffer resuspendiert und die Röhrchen mit den
entsprechenden Ansätzen innerhalb einer Stunde der flowzytometrischen Untersuchung
unterzogen.
Die Anordnung der Ansätze und die Abfolge der Wasch- und Färbeschritte ist noch
einmal in Tabelle 2.2. veranschaulicht.
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Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4
1.Waschschritt mit SP-Medium:
Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des Überstands, Zugabe von
200µl SP-Medium
Spermatozoen-
suspension ohne
weitere Zugabe von
Antikörpern
Spermatozoen-
suspension ohne
weitere Zugabe von
Antikörpern
Spermatozoen-
suspension, Zugabe
von 10µl CD95-PE
(Klon 3.22)
Spermatozoen-
suspension, Zugabe
von 5µl CD95
 (Klon EOS9.1)
4 h Inkubation bei 37° C in 8-10% CO2-Atmosphäre
2.Waschschritt mit 2 ml PBS:
Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des Überstands
Keine weitere
Färbung, nur
Zugabe von 1ml
AV-Puffer
Färbung mit
Annexin V-FITC
(5µl) und 7-AAD
(10µl), Zugabe von
1ml AV-Puffer
Färbung mit
Annexin V-FITC
(5µl) und 7-AAD
(10µl), Zugabe von
1ml AV-Puffer
Färbung mit
Annexin V-FITC
(5µl) und 7-AAD
(10µl), Zugabe von
1ml AV-Puffer
Inkubation für 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
3.Waschschritt mit 2ml AV-Puffer:
Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des Überstands
Flowzytometrische Untersuchung
Tabelle 2.2.: Ansätze zur Untersuchung der Annexin V-Rate nach Antikörper-Behandlung
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2.4.3. Färbung der Fas-markierten Spermatozoen mit einem Sekundärantikörper
Von 4 Ejakulaten der Fas-Versuchsreihe mit dem EOS9.1-Klon bzw. von 2 Ejakulaten,
die mit dem 3.22-Klon vorbehandelt worden waren, wurden je 3 Ansätze im Anschluss
an die vierstündige Inkubation mit dem entsprechenden Fas-Antikörper mit einem
sekundären Antikörper behandelt und für eine weitere Stunde in 8-10%-iger CO2-
Atmosphäre inkubiert.
Ziel war es, über die Bindung des Sekundärantikörpers festzustellen, ob und in welchem
Maße der EOS9.1-Klon des Fas-Antikörpers an Fas-Rezeptor tragende Spermatozoen
gebunden hatte.
Der 3.22-Klon war zwar schon mit dem Fluoreszenzfarbstoff  Phycoerythrin konjugiert,
jedoch erschien es nach den Ergebnissen der vorausgehenden Versuchsreihen
angebracht, auch diesen Klon noch einmal zusätzlich mit dem Sekundärantikörper auf
seine Bindung an Fas-Rezeptoren zu untersuchen.
Nach der Inkubation mit dem Sekundärantiköper wurde der Ansatz mit 7-AAD
gegengefärbt, um die unspezifische Bindung von Antikörpern an tote Spermatozoen von
der spezifischen Antikörperbindung zu differenzieren.
Je ein Ansatz der betreffenden Ejakulate wurde als Gegenprobe ohne Fas-
Vorbehandlung in gleicher Weise wie die oben genanten Ansätze behandelt.
Bei dem Sekundärantikörper handelte es sich um einen Fluorescein (FITC)-
konjugierten, gereinigten Ziege-Anti-Maus IgG + IgM (H+L)-Antikörper (JACKSON
IMMUNO RESEARCH/DIANOVA) mit einer Antikörperkonzentration von 1,5 mg/ml.
Die Angaben vom Hersteller bezüglich Verdünnung (1:50 – 1:200) und Menge für die
flowzytometrische Untersuchung (ca. 1 µg/ 106  Zellen) wurden beim Ansetzen der
Proben berücksichtigt.
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Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
1.Waschschritt mit SP-Medium, Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des
Überstands, Resuspendieren der Pellets mit SP-Medium, Aufteilen der Spermatozoen-Lösung auf
die Ansätze (ca. 0,5 x 106 Spermatozoen pro Ansatz) von je 250 µl
Keine Zugabe von CD-95
Antikörpern
Zugabe von 10µl CD95-PE
(Klon 3.22)
Zugabe von 5µl CD95 (Klon
EOS9.1)
4 Stunden Inkubation in 8-10%-iger CO2-Atmosphäre bei 37°C
2.Waschschritt mit PBS (2 ml je Ansatz):
Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des Überstands
Zugabe von 20 µl (entsprechend ca. 0,6 µg) FITC-konjugiertem Sekundärantikörper und 250 µl
frischem SP-Medium (auf 37°C vorgewärmt)
1 Stunde Inkubation in 8-10%-iger CO2-Atmosphäre bei 37°C
3.Waschschritt mit PBS (2 ml je Ansatz):
Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des Überstands
Färbung mit 7-AAD (10 µl je Ansatz)
Inkubation für 10 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
4.Waschschritt mit PBS (2 ml je Ansatz):
Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des Überstands
Zugabe von 1 ml PBS, Flowzytometrische Untersuchung
Tabelle 2.3.: Untersuchung zur FAS-Antikörperbindung anhand eines Sekundärantikörpers
2.5. Vorversuche zur Fixation der Spermatozoenmembran mit Paraformaldehyd
Um die Zellmembranen der Spermatozoen nach Aufreinigung des Ejakulats für die
Antikörperfärbung - wie bei Sakkas et al. 1999 beschrieben -  zu fixieren, wurden die
Pellets nach einem ersten Waschschritt mit SP-Medium und einem zweiten
Waschschritt mit PBS mit einer Paraformaldehyd (PFA) in PBS-Lösung für 30 Minuten
im 37° C warmen Wasserbad  (2 Ejakulate) bzw. in 8-10%-iger CO2-Atmosphäre (2
Ejakulate) bei 37° inkubiert. Es wurden ein Ejakulat mit einer 3,7%-igen, sowie nach
Auswertungen der ersten Ergebnisse 3 Ejakulate mit einer 2%-igen PFA in PBS-Lösung
vorbehandelt.
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Das pulverförmige Paraformaldehyd wurde bereits am Vortag des jeweiligen
Versuchstages in entsprechendem Mengenverhältnis der PBS-Lösung zugefügt, um
oben genannte Lösungen für den Gebrauch zu erhalten. Bis sich das Pulver in der PBS-
Lösung gelöst hatte, war eine Inkubationszeit von ca. 10-16 Stunden im 37°C warmen
Wasserbad notwendig.
Nach der 30-minütigen Inkubationszeit der Spermatozoen in PFA/PBS-Lösung folgten
2 Waschschritte mit PBS bei einer Zentrifugationsgeschwindigkeit von 700g. Diese von
den anderen Versuchen abweichende Geschwindigkeit ergab sich aus der beobachteten
Änderung der Spermatozoendichte nach PFA/PBS-Vorbehandlung und der in
Vorversuchen unzureichenden Sedimentationsrate bei niedrigerer Geschwindigkeit.
Im Anschluss an diese Waschschritte wurden die Spermatozoenansätze nach oben
genannter Methode gefärbt und für die flowzytometrische Untersuchung vorbereitet.
Gefärbt wurden vorbehandelte sowie nicht vorbehandelte Ansätze mit 7-AAD, CD95-
PE (Klon 3.22) und Annexin V-FITC. Folgende Tabelle stellt die Aufarbeitung der
verschiedenen Ansätze im Zusammenhang dar.
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Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4
1.Waschschritt mit SP-Medium, Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des
Überstands, Verdünnen der Pellets mit SP-Medium, Aufteilen der Spermatozoenlösung auf
die Ansätze (ca. 0,5 x 106 Spermatozoen pro Ansatz)
2.Waschschritt mit 2 ml PBS, Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des
Überstands
Zugabe von 2 ml
PBS, kein PFA
Zugabe von 2 ml
PBS, kein PFA
Zugabe von 2 ml 3,7%
PFA in PBS bzw. 2%
PFA in PBS
Zugabe von 2 ml 3,7%
PFA in PBS bzw. 2%
PFA in PBS
30 Minuten Inkubation im 37°C warmen Wasserbad bzw. in 8-10%-iger CO2-Atmosphäre
3. Waschschritt: Zugabe von 1 ml PBS, 10 Minuten Zentrifugation bei 700g, Abpipettieren
des Überstands
4. Waschschritt: Zugabe von 2 ml PBS, 10 Minuten Zentrifugation bei 700g, Abpipettieren
des Überstands
Keine Färbung,
nur 1 ml AV-
Puffer
CD95-PE (10µl),
1 ml AV-Puffer
Keine Färbung, nur 1 ml
AV-Puffer
CD95-PE (10µl), 1 ml
AV-Puffer
Inkubation für 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
5. Waschschritt mit 2 ml AV-Puffer je Ansatz, 10 Minuten Zentrifugation bei 400g bzw.
700g, Abpipettieren des Überstands, Resuspendieren mit 1 ml AV-Puffer
Flowzytometrische Untersuchung
Tabelle 2.4.1: Ansätze 1-4 zur Untersuchung der Antikörperbindung und Annexin V-Rate nach
Vorbehandlung mit Paraformaldehyd
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Tabelle 2.4.2: Ansätze 5-9 zur Untersuchung der Antikörperbindung und Apoptoserate nach
Vorbehandlung mit Paraformaldehyd
Ansatz 5 Ansatz 6 Ansatz 7 Ansatz 8 Ansatz 9
1.Waschschritt mit SP-Medium, Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des
Überstands, Verdünnen der Pellets mit SP-Medium, Aufteilen der Spermatozoenlösung auf
die Ansätze (ca. 0,5 x 106 Spermatozoen pro Ansatz)
2.Waschschritt mit 2 ml PBS, Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g, Abpipettieren des
Überstands
Zugabe von
2 ml PBS,
kein PFA
Zugabe von 2
ml PBS, kein
PFA
Zugabe von 2 ml
3,7% PFA in PBS
bzw. 2% PFA in
PBS
Zugabe von 2 ml
3,7% PFA in PBS
bzw. 2% PFA in
PBS
Zugabe von 2 ml
3,7% PFA in PBS
bzw. 2% PFA in
PBS
30 Minuten Inkubation im 37°C warmen Wasserbad
3. Waschschritt: Zugabe von 1 ml PBS, 10 Minuten Zentrifugation bei 700g, Abpipettieren
des Überstands
4. Waschschritt: Zugabe von 2 ml PBS, 10 Minuten Zentrifugation bei 700g, Abpipettieren
des Überstands
7-AAD
(10µl), 1 ml
AV-Puffer
Annexin-FITC
(5µl), 1 ml AV-
Puffer
7-AAD (10µl), 1
ml AV-Puffer
Annexin-FITC
(5µl), 1 ml AV-
Puffer
CD95-PE (10µl)
und 7-AAD
(10µl), 1ml AV-
Puffer
Inkubation für 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
5. Waschschritt mit 2 ml AV-Puffer je Ansatz, 10 Minuten Zentrifugation bei 400g bzw.
700g, Abpipettieren des Überstands, Resuspendieren mit 1 ml AV-Puffer
Flowzytometrische Untersuchung
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2.6. Vorversuche zur Bindung des CD95-PE-Antikörpers mit humanem Vollblut
Um die Binde- bzw. Färbeeigenschaften des verwendeten CD95-PE-Antikörpers (Klon
3.22) zu überprüfen, wurden Versuche mit humanen Leukozyten vorgenommen. Da das
Vorkommen von Fas-Rezeptoren auf Leukozyten vorausgesetzt werden durfte
(Krammer et al., 1999, 2000; Nagata et al., 1995,1999), wurden diese Zellen für die
Überprüfung gewählt.
Zu diesem Zweck wurde zuvor informierten Probanden Blut in EDTA versetzten
Monovetten-Röhrchen abgenommen. Das Blut wurde mit Hilfe der gebrauchsfertigen
Reagenzien QUICKLYSIS (CYTOGNOS, 1 Blutprobe) und PHARMLYSE
(BECKTON DICKINSON, 3 Blutproben) weiterverarbeitet, um die Leukozyten von
den Erythrozyten zu trennen.
2.6.1. QUICKLYSIS
Je 100µl des mit der Pipette durchmischten EDTA-Bluts wurden für jeden Ansatz in ein
Rundbodenröhrchen gegeben. Es wurden Ansätze ohne Färbung und mit 5µl CD95-PE
sowie 10µl CD95-PE (Klon 3.22) hergestellt. Dafür wurde die Antikörperlösung zu den
Röhrchen mit dem EDTA-Blut gegeben, die Suspension vorsichtig mit der Pipette
durchmischt und anschließend für 10 Minuten bei Raumtemperatur unter
Lichtabschirmung inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurde jedem Röhrchen 2 ml QUICKLYSIS zugefügt, die
Suspension durchmischt und die Röhrchen mit Parafilm bedeckt. Während der
folgenden Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
wurden die Röhrchen gelegentlich vorsichtig aufgeschüttelt.
Anschließend folgte ein Waschschritt von 10 Minuten bei 400g, die Überstände wurden
abpipettiert und jedes Pellet mit 2 ml PBS resuspendiert, bevor innerhalb der nächsten
Stunde die flowzytometrische Messung durchgeführt wurde.
2.6.2. PHARMLYSE
Je 100µl des mit der Pipette durchmischten EDTA-Bluts wurden für jeden Ansatz in ein
Rundbodenröhrchen gegeben. Es wurden verschiedene Ansätze mit unterschiedlichen
Färbungen hergestellt, zudem wurden einige Ansätze für eine Stunde im 37°C warmen
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Wasserbad inkubiert, um eine mögliche Auslösung der Apoptose durch den CD95-PE-
Antikörper zu untersuchen.
Die Waschschritte wurden laut Herstellerempfehlungen jeweils für 5 Minuten bei 200g
vorgenommen. Die Proben wurden wie in Tabelle 2.5. beschrieben angesetzt.
Tabelle 2.5.: Versuchsansätze zur Bindung von CD95-PE an Leukozyten nach Behandlung von
EDTA-Vollblut mit PHARMLYSE
Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz 5 Ansatz 6 Ansatz 7 Ansatz 8
100µl EDTA-Blut je Ansatz, mit Pipette durchmischt
Keine
Färbung
Keine
Färbung
Keine
Färbung
Färbung
mit
CD95-PE
(5µl)
Färbung
mit
CD95-PE
(5µl)
Keine
Färbung
Keine
Färbung
Färbung
mit CD95-
PE (5µl)
Inkubation für 10 Minuten Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
Zugabe von 2 ml PHARMLYSE, Durchmischen mit Pipette und Inkubation für 15 Minuten bei
Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
1. Waschschritt: Zentrifugation für 5 Minuten bei 200g, Abpipettieren des Überstands
Resuspendieren der Pellets mit je 2 ml PBS, 2.Waschschritt bei 200g für 5 Minuten,
Abpipettieren des Überstands
Keine weitere Inkubationszeit, sofortige
Weiterverarbeitung
Abdecken der Röhrchen mit
Parafilm, Inkubation im 37°C
warmen Wasserbad für 1 Stunde
Keine
Färbung,
nur
Zugabe
von 2 ml
PBS
Färbung
mit 5µl
Annexin
V-FITC,
Zugabe
von 1 ml
AV-Puffer
Färbung
mit 5µl
Annexin
V-FITC
und 10µl
7-AAD,
Zugabe
von 1 ml
AV-Puffer
Keine
weitere
Färbung,
nur
Zugabe
von 2 ml
PBS
Färbung
mit 5µl
7-AAD,
Zugabe
von 2 ml
PBS
Keine
Färbung,
nur
Zugabe
von 2 ml
PBS
Färbung mit 5µl
Annexin V-FITC und
10µl 7-AAD, Zugabe
von 1 ml AV-Puffer
Inkubation für 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
Erneute
Zugabe
von 1 ml
AV-Puffer
Erneute
Zugabe
von 1 ml
AV-Puffer
Erneute Zugabe von 1
ml AV-Puffer
3. Waschschritt: Zentrifugation für 5 Minuten bei 200g, Abpipettieren des Überstands
Zugabe von 1 ml PBS (bzw. 1ml AV-Puffer bei Annexin V-FITC-Färbung) je Ansatz,
anschließend flowzytometrische Untersuchung
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2.7. Akrosomreaktion und nachfolgender Annexin V-Test
2.7.1. Präparation durch Swim-up
Für diese Versuchsreihe wurden die Ejakulate mit der Swim-up Methode zur
Anreicherung einer möglichst großen Anzahl motiler und vitaler Spermatozoen
vorbehandelt. Zur Untersuchung kamen n = 12 Ejakulate. Die Swim-up Vorbehandlung
wurde nach den Empfehlungen des WHO-Laborhandbuchs von 1999 durchgeführt
(WHO, 1999):
In spitze, 16,5 ml fassenden GREINER-Röhrchen wurden je Röhrchen 1 ml des
durchmischten Ejakulats auf den Röhrchenboden pipettiert. Bei geringen
Ejakulatmengen wurde zum Teil eine geringere Menge (zwischen 500µl und 900µl) als
1 ml des Ejakulats pro Röhrchen angesetzt. Diese Ejakulatmenge wurde mit 1,2 ml des
zuvor auf 37°C vorgewärmten IVF-Mediums überschichtet und in einem 45° Winkel
offen in das Inkubationsgefäß gestellt. In der 8-10%-igen CO2-Atmosphäre des
Inkubationsgefäßes wurden die Proben für eine Stunde bei 37° C im Brutschrank
inkubiert.
Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Röhrchen langsam aufgerichtet, je 1 ml
der oberen IVF-Mediums-Phase abpipettiert und in ein neues Röhrchen gegeben. Dieser
Suspension wurden je Röhrchen 8 ml frisches vorgewärmtes IVF-Medium zugefügt, es
folgte ein Waschschritt mit einer fünfminütigen Zentrifugation der Röhrchen bei 500g,
anschließend wurde der Überstand abpipettiert.
2.7.2. Inkubation und Auslösung der Akrosomreaktion
Die Pellets wurden mit frischem IVF-Puffer resuspendiert und nach erneuter
Konzentrationsbestimmung mit der Computer-unterstützten Samenzellanalyse auf eine
Konzentration von 5x 106 (+ 1 Million) Spermatozoen pro Milliliter eingestellt.
Proben von 500µl wurden in GREINER-Röhrchen für 2 Stunden bei 37°C in
8-10%-iger CO2-Atmosphäre vorinkubiert.
Die Akrosomreaktion wurde daraufhin mit dem in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöstem
Kalziumionophor A23187 ausgelöst. Dafür wurden 40µl der A23187-Reagenz (siehe
Anhang I) in 500µl frischem IVF-Puffer gelöst und der vorinkubierten Suspension
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zugefügt. Zur Kontrolle wurde ein Ansatz mit 40µl - ebenfalls in 500µl frischem IVF-
Puffer gelöster -  Kontroll-Reagenz ohne A23187 versetzt. Die Suspensionen wurden
mit der Pipette gut durchmischt und für 15 Minuten in 8-10%-iger CO2-Atmosphäre bei
37°C inkubiert. Die folgende Zentrifugation wurde nach Zugabe von 3ml PBS-Puffer zu
jedem Röhrchen für 10 Minuten bei 400g durchgeführt.
2.7.3. Antikörperfärbung und Nachweis der PS-Externalisation
Um die Akrosomreaktion durch die Flowzytometrie nachzuweisen, wurde der FITC-
konjugierte Antikörper CD46, Klon E4.3 von BD PHARMINGEN verwendet. Es
handelte sich dabei um einen Maus IgG2a/ _ – Antikörper gegen die nach
Akrosomreaktion zugänglich werdenden und an der inneren Akrosommembran
lokalisierten CD46-Antigene.
Nach dem Zentrifugationsschritt mit PBS-Puffer wurden die Pellets mit AV-Puffer
resuspendiert und die entstehende Suspension so auf die anschließend zu verarbeitenden
Ansätze verteilt, dass pro Ansatz eine Spermatozoenkonzentration von annähernd 0,5x
106 pro Milliliter Lösung bestand. Jeweils drei Ansätze von je einem Milliliter wurden
von der zuvor mit Kalziumionophor versetzten Spermatozoensuspension sowie von der
Kontrollprobe hergestellt:
1 Ansatz wurde mit 5µl Annexin V-FITC, der 2.Ansatz mit 5µl CD46-FITC und der 3.
Ansatz mit 5µl CD46-FITC und 5µl Annexin V-PE inkubiert. Zu jedem Ansatz wurden
für die Vitalprobe 10µl 7-AAD zugegeben. Nach der Inkubationszeit von 20 Minuten
bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung und dem anschließenden Waschschritt mit
2 ml AV-Puffer je Ansatz erfolgte eine letzte Zentrifugation der Ansätze bei 400g für 10
Minuten. Die Überstände wurden abpipettiert und die Pellets mit je 1 ml AV-Puffer
resuspendiert, bevor die flowzytometrische Untersuchung durchgeführt wurde. Tabelle
2.6. zeigt das Vorgehen im Zusammenhang.
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Swim-Up-Präparation
1.Wasch– und Zentrifugationsschritt mit  IVF-Medium (5 Minuten, 500g), Abpipettieren,
Resuspendieren mit IVF-Medium
2 Stunden Inkubation in 8-10%-iger CO2-Atmosphäre bei 37°C
Zugabe des Kalziumionophors A23187 in
DMSO und PBS
Zugabe der Kontrollreagenz (nur DMSO in
PBS)
15 Minuten Inkubation in 8-10%-iger CO2-Atmosphäre bei 37°C
2.Wasch- und Zentrifugationsschritt mit PBS (10 Minuten, 400g), Abpipettieren
Resuspendieren mit AV-Puffer, Aufteilen auf Ansätze
Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz 5 Ansatz 6
Zugabe von
5µl Annexin
V-FITC und
10µl 7-AAD
Zugabe von
5µl CD46 -
FITC und
10µl 7-AAD
Zugabe von
5µl CD46
–FITC, 5µl
Annexin V-
PE und 10µl
7-AAD
Zugabe von
5µl Annexin
V-FITC und
10µl 7-AAD
Zugabe von
5µl CD46 -
FITC und
10µl 7-AAD
Zugabe von
5µl CD46
–FITC, 5µl
Annexin V-
PE und 10µl
7-AAD
20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
3.Wasch- und Zentrifugationsschritt mit AV-Puffer (10 Minuten, 400g), Abpipettieren,
Resuspendieren mit AV-Puffer
Flowzytometrische Untersuchung
Tabelle 2.6.: Ansätze zur Untersuchung der Annexin V-Rate nach Induktion der
Akrosomreaktion
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2.8. Antispermien-Antikörper und Annexin V-Test
2.8.1. Direkter MAR-Test und Präparation durch Swim-up
Um die Ejakulate der Spender auf Antispermien-Antikörper zu testen, wurde zu Beginn
der Versuche ein direkter MAR-Test (MAR = mixed antiglobulin reaction) mit dem
gebrauchsfertigen Set „SpermMar IgG Test“ der Firma FertiPro N.V. durchgeführt.
Dafür wurden je 10µl des Ejakulats nach Verflüssigung bei Raumtemperatur unter
Lichtabschirmung mit einer Pipette auf die Mitte eines Objektträgers gegeben. Links
davon wurden 10µl der Latex-Partikel-Suspension, rechts davon 10µl des Antiserums
mit der Pipette hinzugefügt. Mit der Spitze einer neuen Pipette wurden die Probe und
die Reagenzien gut durchmischt und mit einem Deckglas bedeckt. Unter einem
Lichtmikroskop wurden bei einer 400-fachen Vergrößerung 100 motile Spermatozoen
nach 2-3 Minuten ausgezählt. Der MAR-Test-Wert ergab sich als Prozentanteil von
motilen Spermatozoen mit gebundenen Latex-Partikeln an allen ausgezählten
Spermatozoen. Per Definitionem wird ein negativer MAR-Test mit einem Prozentwert
von 1% benannt, auch wenn keinerlei gebundene Partikel an motilen Spermatozoen
nachzuweisen sind.
Es wurden nur Ejakulate mit negativem MAR-Test für die weiteren Versuche
verwendet.
Zwei der verwendeten Ejakulate wurden in Vorversuchen ohne vorherige Swim-up
Methode durch Zentrifugation (10 min bei 400g) gewaschen und im Anschluss nach
Wiederauffüllen der Pellets mit SP-Medium (auf 200µl) mit den entsprechenden
Seminalplasmata (in 200µl AV-Puffer gelöst) für 1 h im 37°C warmen Wasserbad
inkubiert, nach 30 Minuten erfolgte der MAR-Test und im Anschluss an die Inkubation
der übliche Annexin V-Test mit Vitalprobe durch 7-AAD in gleicher Weise wie bei den
folgenden beschriebenen Ejakulaten.
Schließlich wurden auch für diese Versuchsreihe 2 weitere Ejakulate durch die Swim-
up Methode vorbehandelt, ebenfalls nach den Empfehlungen des WHO-Handbuchs von
1999.
Das IVF-Medium wurde vor Anwendung auf 37°C vorgewärmt. Das Ejakulat wurde
mit der Pipette durchmischt und Portionen von je 1 ml in spitze, 16,5 ml fassende
GREINER-Röhrchen pipettiert. Anschließend wurden diese Ejakulatmengen mit je
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1,2 ml des IVF-Mediums überschichtet und im Winkel von 45° offen in dem
Inkubationsgefäß platziert. Die Inkubation der Ansätze erfolgte für eine Stunde bei 37°
C im Brutschrank in der 8-10%-igen CO2-Atmosphäre des Inkubationsgefäßes.
Nach der Inkubation wurden die Röhrchen aufgerichtet, je 1 ml der oberen IVF-
Medium-Phase abpipettiert und in ein neues Röhrchen gegeben. Nach Hinzufügen von
je 8 ml frischem vorgewärmten IVF-Medium folgte ein Waschschritt mit fünfminütiger
Zentrifugation der Röhrchen bei 500g und anschließendem Abpipettieren des
Überstandes.
2.8.2. Ansätze mit ASA und Inkubation
Die Pellets wurden mit frischem, vorgewärmten IVF-Puffer resuspendiert, durchmischt
und nach erneuter Konzentrationsbestimmung mit der Computer-unterstützten
Samenzellanalyse auf eine Konzentration von ca. 5x 106 Spermatozoen pro Milliliter
eingestellt. Je 200µl dieser Spermatozoensuspension, entsprechend ca. 1x106
Spermatozoen, wurden in die 5ml-Rundboden-Röhrchen gegeben. Anschließend wurde
– je nach Ansatz - entweder 200µl ASA-positives Seminalplasma bzw. Blutserum,
200µl ASA-negatives Seminalplasma oder nur 200µl AV-Pufferlösung hinzugefügt und
die Proben mit der Pipette durchmischt. Diese Ansätze wurden in der 8-10%-igen CO2-
Atmosphäre für eine Stunde bei 37° C im Brutschrank inkubiert.
Das jeweilige zu den Proben hinzugefügte Seminalplasma bzw. Blutserum war zuvor
von Spendern gewonnen, auf ASA-Gehalt mit Hilfe des indirekten MAR-Tests getestet
und bis zu den Versuchen tiefgekühlt gelagert worden. Vor dem Durchmischen mit der
Spermatozoensuspension wurden die entsprechenden Plasma- bzw. Serumsproben
aufgetaut und auf Raumtemperatur von ca. 20° C gebracht.
Im Anschluss an die Inkubationsdauer wurden die Ansätze mit Hilfe des direkten MAR-
Testes auf Antikörper-Bindung untersucht. Nach einem Waschschritt mit PBS und einer
Zentrifugation bei 400g für 10 Minuten, Abpipettieren und Resuspendieren der Ansätze
mit 1 ml AV-Puffer folgte die Färbung mit 5µl Annexin V-FITC und 10µl VIA PROBE
pro Ansatz. Nach einer Inkubationsdauer von 15 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte
der letzte Waschschritt mit je 2 ml AV-Puffer, Zentrifugation für 10 Minuten bei 400g,
Abpipettieren des Überstands und Resuspendieren mit 1 ml AV-Puffer. Die
flowzytometrische Auswertung wurde umgehend nach dem letzten Waschschritt
durchgeführt. Tabelle 2.8. zeigt das Vorgehen im Zusammenhang.
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Direkter MAR-Test des Spender-Ejakulats
Swim-Up-Präparation
1.Wasch– und Zentrifugationsschritt mit  IVF-Medium (5 Minuten, 500g), Abpipettieren,
Resuspendieren mit IVF-Medium, aufteilen auf Ansätze
Ansätze A Ansätze B Ansätze C Ansätze D
Zugabe von AV-
Puffer
Zugabe von ASA-
negativem
Seminalplasma
Zugabe von ASA-
positivem
Seminalplasma
Zugabe von ASA-
positivem Blutserum
1 Stunde Inkubation in 8-10%-iger CO2-Atmosphäre bei 37°C
Direkter MAR-Test der Ansätze
2.Wasch- und Zentrifugationsschritt mit PBS (10 Minuten, 400g), Abpipettieren,
Resuspendieren mit AV-Puffer
Zugabe von 5µl Annexin V-FITC und 10µl 7-AAD zu jedem Ansatz
15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtabschirmung
3.Wasch- und Zentrifugationsschritt mit AV-Puffer (10 Minuten, 400g), Abpipettieren,
Resuspendieren mit AV-Puffer
Flowzytometrische Untersuchung
Tabelle 2.8.: Ansätze zur Untersuchung der Annexin V-Rate nach Bindung von ASA
2.9 Flowzytometrische Auswertung
Zur durchflusszytometrischen Messung wurde ein FACScan-Flowzytometer der Firma
BECTON DICKINSON verwendet. Als Lichtquelle dient dem Gerät ein luftgekühlter
Argon-Laser, die Wellenlänge des ausgestrahlten Lichts beträgt 488nm. Es werden von
jeder Zelle FSC, SSC und über 3 Fluoreszenzkanäle die Fluoreszenzsignale bestimmt.
Der Fluoreszenzkanal 1 (FL1) ist dabei auf das Emissionsmaximum von  Fluorescein
Isothiocyanat (FITC, 530 nm) abgestimmt, beim Fluoreszenzkanal 2 (FL 2) liegt das
Detektionsmaximum bei einer Wellenlänge von 585 nm und ist damit an Farbstoffe wie
Phycoerythrin (PE) angepasst. Der dritte Fluoreszenzkanal (FL 3) ist mit einem
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speziellen Filter für Wellenlängen über 650 nm ausgestattet und ist dadurch unter
anderem  für die Messung des Emissionspektrums von Propidium Iodid oder 7-AAD
ausgelegt.
Abbildung 2.1.:
FACScan-Flowzytometer von
BECTON DICKINSON
Das Emissionspektrum von 7-AAD zeigt nach Angaben des Herstellers
(PHARMINGEN) nur minimale spektrale Überschneidung mit den Fluoreszenz-
Emissionen von PE und FITC. Aus diesem Grunde ist es als Vitalfärbung besonders
geeignet, wenn drei Zellmerkmale gleichzeitig mit den entsprechenden Farbstoffen
dargestellt werden sollen.
In der Regel wurden bei den verschiedenen Versuchsreihen schon die letzten
Waschschritte in den für das Flowzytometer geeigneten 5ml Polystyrol Rundboden-
Röhrchen (BECTON DICKINSON) vorgenommen, ansonsten erfolgte kurz vor der
Auswertung eine Umfüllung der Proben in die entsprechenden Küvetten. Die Röhrchen
wurden mit Parafilm abgedeckt und lichtgeschützt in einem speziellen dunklen
Styroporbehälter zu dem Flowzytometer transportiert. Wenn die flowzytometrische
Auswertung nicht sofort im Anschluss an den letzten Waschschritt durchgeführt werden
konnte, wurden die Proben in dem Styroporbehälter gelagert und die Messung
spätestens innerhalb der folgenden Stunde begonnen.
Am Messplatz wurden die Küvetten entnommen, kurz geschüttelt und in die
Ansaugvorrichtung des Flowzytometers eingesetzt. Die Messung der Zellsuspensionen
erfolgte nach dem oben beschriebenen und in Abbildung 1.6. dargestellten Prinzip. Es
wurden pro Einzelmessung 10.000 Messereignisse (Events) registriert.  Die Daten
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wurden im Verlauf jeder Messung an den Steuerrechner (HEWLETT PACKARD)
übermittelt. Zur Steuerung der Messung und Datenerfassung  einschließlich der
Speicherung auf einer 3,5-Zoll HD-Diskette kam das für dieses Flowzytometer
konzipierte Datenpaket „FACScan“ von BECTON DICKINSON zur Anwendung. Das
Programm basiert auf dem Betriebssystem HP-PASCAL.
Für die Auswertung der Daten auf einem PC mit  WINDOWS-Betriebssystem
(MICROSOFT) mussten die Daten zuvor in das MS-DOS-Format konvertiert werden.
Dafür wurde ein von T.Schüller aus Mühlheim entwickeltes Konvertierungsprogramm
(Schüller, 1996) verwendet. Die Auswertung am PC wurde mit dem auf WINDOWS
basierenden Programm „WinMDI Version 2.8“ (J. Trotter, 2000) vorgenommen.
Für die graphische Darstellung und quantitative Erfassung der von den einzelnen Zellen
ermittelten Intensitäten des FSC, SSC und der Fluoreszenzkanäle sind Dot-Plots und
Histogramme geeignet.
- Dot Plot: Im Dot-Plot, auch Zweiparameterdarstellung genannt, lassen sich
zwei verschiedene Merkmale der gleichen Zelle zweidimensional
in einem Koordinatensystem darstellen. Jeder Punkt steht für eine
Zelle, die Lokalisation in dem Koordinatensystem richtet sich
nach der Intensität der erfassten Strahlung. Bei Ansammlungen
von vielen Punkten lässt sich über die Dichte dieser Punktwolken
auf die Häufigkeitsverteilung der Zellen mit den dargestellten
Merkmalen schließen (siehe Beispiel in Abbildung 2.2.A und D).
- Histogramm: Histogramme, auch Einparameterdarstellung genannt, stellen
graphisch eine Verteilungskurve dar. Der Verlauf der Kurve im
zweidimensionalen Koordinatensystem richtet sich nach der
Häufigkeit der gemessenen Einzelzellintensitäten für das
entsprechende Zellmerkmal. Auf der X-Achse ist die
Fluoreszenzintensität, auf der Y-Achse die Zellanzahl verzeichnet
(siehe Beispiel in Abbildung 2.2.B und C)
Um die Zellanzahl einzelner Bereiche, also innerhalb bestimmter Intensitätsgrenzen zu
erfassen, lassen sich sowohl für die Histogramme als auch für die Dot Plots sogenannte
55
„Gates“ und „Marker“ bestimmen. Alle Zellen innerhalb dieser definierten Grenzen
werden als Absolutzahl und als prozentualer Anteil an allen Zellen bzw. an allen zuvor
durch ein Gate eingegrenzten Zellen berechnet. Weitere Parameter innerhalb der
gesetzten Grenzen lassen sich getrennt von der ursprünglichen Darstellung auswerten.
Abbildung 2.2.A-D: Darstellung von DotPlots und der entsprechenden Histogramme
A-C: DotPlot Fl 3/Fl 1 und die dazugehörigen Histogramme; D: DotPlot FSC/SSC der gleichen Messung
mit Gate zur Abgrenzung von Zelldebris und Rundzellen.
Für die Dot Plots kann das Koordinatensystem auch in vier Quadranten eingeteilt
werden, um Grenzen zwischen gefärbten und nicht gefärbten Zellen zu ziehen und die
so unterscheidbaren Zellmerkmale quantitativ zu erfassen. Dieses Mittel der
Auswertung ist vor allem für den Annexin V-Test mit Vitalfärbung durch 7-AAD (VIA
PROBE TM, VP) sehr geeignet. So lassen sich Annexin V-negative von Annexin V-
positiven Zellen und gleichzeitig vitale von avitalen Zellen abgrenzen. Es ergeben sich
vier Zellsubpopulationen: Annexin V-negative, vitale Zellen (A-/VP-) ohne Zeichen der
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Apoptose; Annexin V-positive, vitale Zellen (A+/VP-) im Stadium der frühen
Apoptose; Annexin V-negative, avitale Zellen im Stadium der Nekrose mit
Membranschädigung ohne Annexin V-Bindung (A-/VP+) und Annexin V-positive,
avitale Zellen im Stadium der Nekrose mit Membranschädigung und Annexin-Bindung
(A+/VP+). Abbildung 2.3. zeigt diese Subpopulationen schematisch.
Abbildung 2.3.: Schematische
Darstellung des Annexin V-Tests im Dot
Plot
Durch Trennung des Koordinatensystems
in vier Quadranten lassen sich die vier
Subpopulationen voneinander abgrenzen.
Nur die Zellen der (A+/VP-)-
Subpopulation (linker oberer Quadrant)
werden als früh apoptotische Zellen
gezählt, sie zeigen keine Schäden der
Membranintegrität und lassen sich deshalb
durch 7-AAD nicht anfärben.
Um weitgehend auszuschließen, dass ein zu großer Anteil von Verunreinigungen in der
Spermatozoensuspension die weitere Berechnung der Ergebnisse anhand der Dot Plots
und Histogramme verfälscht, wurden in dieser Arbeit Gates im FSC und SSC gesetzt.
Diese Methode wurde unter anderem von Haas und Cunningham (1984) beschrieben.
Mit Hilfe von speziell von BECTON DICKINSON entwickelten CaliBRITE-Beads
wurde das FACScan-Flowzytometer regelmäßig kalibriert. Diese kleinen
Kunststoffpartikel ermöglichen die Prüfung von Kompensation und Sensitivität des
Gerätes (Agrawal et al., 1991).
7-Amino-Actinomycin D  
(VIA PROBE TM, VP) 
 
Annexin V- 
FITC 
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2.10. Statistische Auswertung
Aufgrund der geringen Fallzahlen in einigen der Versuchsreihen erfolgte nur zum Teil
eine analytisch statistische Bearbeitung der ermittelten Ergebnisse. Die graphische
Darstellung der Ergebnisse sowie die Errechnung von prozentualen Anteilen,
Mittelwerten und Abweichungen und des statistischen Zweistichproben t-Tests bei
abhängigen Stichproben (Paarvergleichstest) wurden mit dem Programm „Microsoft®
Excel 2000“ (MICROSOFT) durchgeführt.
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3. ERGEBNISSE
3.1. Anteile vitaler Spermatozoen mit Fas-Antikörper-Bindung
3.1.1. Direkter flowzytometrischer Nachweis der Fas-Antikörper-Bindung
Ein Bestandteil der ersten Untersuchungsreihe war, das Vorkommen von Fas-
Rezeptoren an der Oberfläche von Spermatozoen durch die Bindung der Antikörper
direkt nachzuweisen.
In Abbildung 3.1. ist die graphische Auswertung zweier typischer Messungen dieser
Versuchsreihe dargestellt. Dabei wurde die Kontrollprobe (=Leerprobe) mit
Vitalfärbung ohne Zugabe von Antikörpern der Suspension mit Antikörperzugabe und
Vitalprobe gegenübergestellt. Die Dot Plots der Fluoreszenzkanäle 3 und 2 sowie die
Histogramme des Fluoreszenzkanals 2 zeigen ein ähnliches Bild in allen Messungen
dieser Versuchsreihe.
Als CD95-PE-gebunden wurden nur solche Zellen gezählt, die keine Färbung in der
7-AAD-Vitalprobe aufwiesen und ausreichend Fluoreszenz in FL 2 zeigten. Da
spektrale Überschneidungen von 7-AAD in den FL 2-Kanal zu einer sehr geringen
Anzahl von falsch CD95-PE-positiven Zellen führen können, wurde anhand einer
Kontrollprobe bei jeder Messung der vitale Anteil dieser Zellen an allen vitalen Zellen
ermittelt. Dieser Anteil wurde beim Ermitteln der Ergebnisse der CD95-PE-versetzten
Suspension subtrahiert, um solche falsch positiven Zellen weitgehend auszugrenzen.
Die Untersuchung von n = 17 Ejakulaten ergab in den Einzelmessungen einen von
falsch positiven Zellen bereinigten Anteil von Fas-gebundenen vitalen Zellen an allen
vitalen Zellen zwischen 0,10 % und 2,88% mit einem Mittelwert von 1,46%.
Zellen, die ein CD95-PE-positives und gleichzeitig  7-AAD-positives
Fluoreszenzmuster zeigten, wurden aufgrund der Möglichkeit unspezifischer
Antikörperbindung nicht berücksichtigt.
Bei Anwendung des Zweistichproben t-Tests bei abhängigen Stichproben
(Paarvergleichstest), bei dem die Ergebnisse der Einzeluntersuchungen mit denen ihrer
korrespondierenden Stichproben gepaart wurden, ergab sich ein bei n = 17 Messungen
ein statistischer t-Wert von gerundet 7,68 und eine signifikante Wahrscheinlichkeit von
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p < 0,001. Es war also ein geringer, jedoch signifikanter Unterschied zwischen den Fas-
inkubierten Ansätzen und den korrespondierenden Kontrollproben festzustellen.
In Abbildung 3.2. sind die Ergebnisse der Einzelmessungen im Zusammenhang
graphisch dargestellt.
Direkte Fas-Bestimmung durch Antikörperbindung
0,00%
0,50%
1,00%
1,50%
2,00%
2,50%
3,00%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Messung
Fas pos.vital/ 
Gesamt vital
Fas pos.vital/ Gesamt vital Fas pos. vital/ Gesamt vital (abzüglich Wert Kontrollprobe)
Abbildung 3.2.: Diagramm der Einzelmessungen zur CD95-PE Antikörperbindung
Die hellblauen Balken stellen die Messergebnisse vor, die violetten Balken die Ergebnisse nach Abzug
des jeweiligen Anteils falsch positiver Zellen der Kontrollproben dar.  
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Abbildung 3.1.: Beispiel für Messung der CD95-PE Versuchsreihe zur direkten Antikörperbindung
Messungen der  CD95-PE Antikörperbindung (jeweils rechts, Messung #3: LE269) im Vergleich
Kontrollprobe („Leerprobe“ jeweils links, Messung #3: LE268) im Dot Plot und Histogramm. Im oberen
linken Quadranten der Dot Plots sind die Absolutzahlen der Fas-positiven vitalen Zellen und ihr
prozentualer Anteil an allen vitalen Zellen aufgeführt. Als vitale Zellen wurden bei allen Messungen alle
Zellen im oberen und unteren linken Quadranten gezählt. In den Histogrammen  begrenzt der Marker M1
den Bereich aller Spermatozoen, die ausreichend Fluoreszenz im FL2-Kanal aufweisen, um als AK-
gebunden definiert werden zu können, wobei hier noch keine Trennung zwischen vital und avital
vorgenommen wurde.
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3.1.2. Indirekter Nachweis der Fas-Antikörperbindung durch
Sekundärantikörper
Für die Versuchsreihe zur Bestimmung der Apoptoseauslösung durch Fas-Antikörper
wurde neben des oben genannten CD95-PE Klons der nicht konjugierte Antikörper-
Klon EOS9.1 der Firma BD PharMingen verwendet. Bezüglich der Bindung der
sekundären Antikörper (sek.-AK) an diesen Klon wurden 4 Ejakulate untersucht. 2
dieser Ejakulate wurden auch auf eine Bindung der sek.-AK an den CD95-PE-
Antikörper untersucht.
Auch bei diesen Messungen wurde je eine Kontrollprobe ohne Fas-Antikörper den
gleichen Inkubationsbedingungen unterzogen, um die Ergebnisse vom Anteil falsch
positiver Bindungen der sek.-AK bereinigen zu können. Folgende Ergebnisse konnten
ermittelt werden:
In n = 4 Ejakulaten konnte für den Klon EOS9.1 nur ein geringer Anteil von vitalen
Zellen durch sek.-AK-Bindung als Fas-positiv definiert werden. Die Einzelmessungen
lagen zwischen 0,45% und 0,93% mit einem Mittelwert aller 4 Messungen von 0,75%.
Für CD95-PE konnte in n = 2 Ejakulaten keinerlei positive sek.-AK-Bindung
nachgewiesen werden. Berechnet wurde für beide Klone nur der Anteil von positiven
vitalen Zellen an allen ermittelten vitalen Zellen.
Abbildung 3.3. zeigt die Ergebnisse im Zusammenhang. Die negativen Ergebnisse der
Messungen für CD95-PE kommen durch die Subtraktion der falsch positiven
Kontrollproben-Werte zustande.
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Ergebnisse des Fas-Nachweises durch 
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Abbildung 3.3.: Fas-Nachweis durch Sekundärantikörper
Die Ergebnisse sind von falsch positiven Kontrollproben-Werten bereinigt. Es wird deutlich, dass für
alle 4 Ejakulate bezüglich des EOS9.1-Klons ein nur geringer Fas-Anteil von unter einem Prozent
ermittelt wurde. CD95-PE zeigte keine Bindung durch sek-AK.
3.1.3. Vorversuche zur Fixierung der Spermatozoenmembran mit
 Paraformaldehyd
In den Voruntersuchungen wurde die von Sakkas et al. 1999 beschriebene Methode zur
Fixierung der Spermatozoen mit Paraformaldehyd (PFA) vor Antikörper-Inkubation
angewandt. Sowohl bei einer Paraformaldehyd-Konzentration von 3,7% in PBS, als
auch bei einer geringeren Konzentration von 2% in PBS kam es zu einer Verschiebung
des Hauptanteils der Spermatozoen in den als avital definierten Bereich. Im Vergleich
mit der jeweiligen Kontrollprobe, bei der die Spermatozoen keiner Vorbehandlung
durch PFA unterzogen wurden, wurde die Verschiebung der Punktwolke besonders
deutlich. Während bei der Kontrollprobe sowohl im FL3 / FL2 -DotPlot, als auch im
FL3-Histogramm deutlich 2 Subpopulationen zu unterscheiden waren und damit eine
Trennung zwischen lebenden und toten Zellen möglich war, war dieses für die mit PFA
vorbehandelte Probe nicht möglich (siehe Abb.3.4.).
Schon in der FSC/SSC-Darstellung im DotPlot bzw. in der FSC-Darstellung im
Histogramm waren Unterschiede zwischen der Kontrollprobe und der vorbehandelten
Probe aufgefallen, was wahrscheinlich auf eine Größenänderung der Spermatozoen
nach Fixierung zurückzuführen ist (siehe Abb.3.5.). Ob so eine Änderung der
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Spermatozoengröße auch zu der vermehrten FL3-Fluoreszenz beigetragen hatte oder ob
der Prozess der Fixierung zu einer massiven Schädigung der Zellmembranen und damit
allein zur 7-AAD-Färbung geführt hatte, war anhand der Ergebnisse nicht festzustellen.
Für eine ausgeprägte Membranschädigung spricht die Beobachtung, dass sich bei
Anwendung des Annexin V- Tests der Großteil der Zellen mit PFA-Vorbehandlung im
deutlich Annexin V-positiven Bereich darstellten (siehe Abb.3.6.).
Diese Beobachtungen ergaben sich unabhängig davon, ob die Proben im Wasserbad
oder in der CO2-Atmosphäre inkubiert worden waren.
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde auf eine PFA-Vorbehandlung bei allen
Versuchsreihen mit Fas-Antikörpern verzichtet.
              
Abbildung 3.4.: Fas-Antikörperbindung in der Kontrollprobe und nach PFA-Fixierung
Beispiel für die Verschiebung der Spermatozoen in den als avital definierten Bereich. In den DotPlots
begrenzen die rechten Quadranten, in den Histogrammen der Marker M1 den Bereich für avitale Zellen.
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Abbildung 3.5.: Unterschiede in der FSC-Darstellung, abhängig von der PFA-Vorbehandlung
Die Unterschiede zwischen Kontrollprobe und PFA-vorbehandelter Probe desselben Ejakulats lassen auf
eine Größenänderung durch den Einfluss von PFA schließen.
 
Abbildung 3.6.: Unterschiede in der Annexin V-PE-Bindung, abhängig von der PFA-
Vorbehandlung
Der Marker M1 begrenzt den Annexin V-positiven Bereich. Nach PFA-Vorbehandlung ist der Großteil
der Zellen im deutlich Annexin V-positiven Bereich lokalisiert.
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3.1.4. Vorversuche zur Bindung des CD95-PE-Antikörpers mit humanem Vollblut
Nach der flowzytometrischen Untersuchung von n = 4 Blutproben zeigten sich sowohl
nach Anwendung der QUICKLYSIS- als auch der PHARMLYSE-Reagenz Ergebnisse,
die auf eine Bindung der in dieser Arbeit verwendeten CD95-PE Antikörper an die
Oberfläche von Leukozyten rückschließen ließ. Im Vergleich mit den jeweiligen
Kontrollproben ergaben sich deutliche Unterschiede in der Phycoerythrin-Fluoreszenz,
was auf eine erfolgte Bindung der Antikörper hinwies. Abbildung 3.7. zeigt ein Beispiel
für diese Beobachtung. Da diese Vorversuche lediglich der Überprüfung der
Bindungsfähigkeit des verwendeten Antikörpers dienten, wurde auf eine quantitative
Auswertung der flowzytometrischen Ergebnisse verzichtet.
Abbildung 3.7.: Fas-Antikörperbindung an Leukozyten
2 Ansätze von humanem Vollblut nach Vorbehandlung mit QUICKLYSIS. Die Histogramme stellen die
zuvor im DotPlot mit Gates markierten Leukozytenpopulationen dar. Im Vergleich zur Kontollprobe zeigt
die mit CD95-PE inkubierte Probe eine vermehrte Phycoerythrin-Fluoreszenz im Bereich des Markers
M1, was auf eine erfolgte Bindung des Antikörpers schließen lässt.
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3.2. Nachweis der PS-Externalisation nach Inkubation mit Antikörpern
3.2.1. Ermittlung des Apoptotischen Index mit Hilfe des Annexin V-Tests
Insgesamt wurden n = 17 Ejakulate mit dem Fas-Antikörper-Klon CD95-PE 3.22 und n
= 19 Ejakulate mit dem Klon EOS9.1. inkubiert.
Für die Auswertung der Ergebnisse des Annexin V-Tests nach Inkubation mit den 2
verschiedenen Fas-Antikörpern wurde bei jeder Messung der apoptotische Index
ermittelt. Dieser auch von Ricci et al. 2002 für Propidiumiodid beschriebene Index
wurde in dieser Arbeit definiert als der Anteil Annexin V-positiver, 7-AAD negativer
Zellen an allen gemessenen 7-AAD-negativen Zellen. Er beschreibt also den Anteil
vitaler, früh apoptotischer Zellen an der Gesamtzahl vitaler Zellen. Ein Beispiel zur
Ermittlung des apoptotischen Index anhand eines DotPlots ist in Abbildung 3.8.
dargestellt.
Der Anteil avitaler Zellen bei den verschiedenen Ejakulaten unter identischen
Inkubationsbedingungen differierte zum teil erheblich. So ergab sich eine Spanne der
gemittelten Anteile von avitalen Zellen an allen Zellen zwischen 15,11% und 74,25%.
Im Mittel kam es zu einem Anteil von 7-AAD positiven, also avitalen Zellen von
32,33%. Ob die Spermatozoensuspension des jeweiligen Ejakulats als Kontrollprobe
ohne Antikörper, mit dem CD95-PE-Klon oder mit dem EOS9.1.-Klon behandelt
worden war, spielte keine Rolle für den Anteil der avitalen Zellen. Zwar ergaben sich in
den Einzelmessungen zum Teil geringe Unterschiede, bei Betrachtung der Mittelwerte
aller Einzelmessungen für jede Inkubationsart waren diese jedoch zu vernachlässigen.
Nur der Anteil der vitalen Spermatozoen wurde in die Ergebnisauswertung einbezogen.
Da es bei jedem Ejakulat auch spontan zu einem Anteil von Zellen im Stadium der
frühen Apoptose kommt, wurde für jedes Ejakulat der apoptotische Index der
Kontrollprobe ermittelt. Die apoptotischen Indices der Kontrollprobe wurden jeweils
von den apoptotischen Indices nach Antikörper-Inkubation subtrahiert. So ergaben sich
Ergebnisse, die von der spontanen Apoptose bereinigt worden waren. Bei einem
erheblichen Anteil der Ejakulate war der apoptotische Index der Kontrollprobe größer
als der Index der Antikörper-Probe. So kam es häufig zu negativen Ergebnissen der
bereinigten Werte.
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3.2.2. Ergebnisse der Apoptoseauslösung
Für den konjugierten Fas-Antikörper CD95-PE ergaben sich in n = 17 Ejakulaten
apoptotische Indices nach Abzug der Kontrollproben-Indices zwischen –0,0277 und
0,0520, bei einem Mittelwert von 0,0072 und einem Median von –0,0051.
Für den Fas-Antikörper EOS9.1. ergaben sich in n = 19 Ejakulaten apoptotische Indices
nach Abzug der Kontrollproben-Indices zwischen –0,0889 und 0,101, bei einem
Mittelwert von 0,0058 und einem Median von 0,001.
Aufgrund dieser Ergebnisse, vor allem in Hinblick auf die großen Schwankungen
zwischen den einzelnen Ejakulaten und der gegen 0 gehenden Mittelwerte, konnte für
die beiden verwendeten Fas-Antikörper-Klone kein Einfluss auf die durch den Annexin
V-Test ermittelte Apoptose aufgrund der Antikörper-Inkubation festgestellt werden.
Auch die Anwendung des statistischen Zweistichproben t-Test bei abhängigen
Stichproben (Paarvergleichstest) bewies für CD95-PE (p = 0,85) und EOS9.1 (p = 0,11)
keinerlei signifikante Unterschiede zwischen Antikörper-inkubierten Ansätzen und
Kontrollproben.
Abbildung 3.9. zeigt die Ergebnisse im Zusammenhang.
Abbildung 3.8.:
Ermittlung des apoptotischen Index
Der linke untere und obere Quadrant
begrenzen alle vitalen Zellen (blau umrandet,
insgesamt 4575+744=5319 Zellen), der linke
obere Quadrant die vitalen apoptotischen
Zellen (grün umrandet, 744 Zellen).
Der apoptotische Index errechnet sich als
Anteil aller apoptotischen vitalen Zellen an
allen vitalen Zellen. In diesem Beispiel
würde sich ein Index von 744/5319 = 0,1399
ergeben.
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Apoptose bei Spermatozoen nach Inkubation mit Fas-Antikörpern
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Abbildung 3.9.: Ergebnisse der Apoptoseauslösung nach Inkubation mit Fas-Antikörpern (Fas-AK)
Die apoptotischen Indices der Einzelmessungen beschreiben den prozentualen Anteil von vitalen
apoptotischen Spermatozoen an allen vitalen Spermatozoen. Zu den teilweise negativen Ergebnissen kam
es, da die Kontrollprobenwerte, die von den Werten der Fas-AK-Proben subtrahiert wurden, zum Teil
größer als die der Fas-AK-Proben waren.
Deutlich werden in diesem Diagramm die erheblichen Schwankungen zwischen den einzelnen
Ejakulaten. Eine regelmäßige Apoptoseauslösung durch die Fas-AK konnte nicht erkannt werden.
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3.3. Akrosomreaktion und Ergebnisse des Annexin-V-Test
3.3.1. Auslösen der Akrosomreaktion
Ein Bestandteil dieser Versuchsreihe von n = 12 Ejakulaten war es, durch Ermittlung
des Anteils von vitalen, Akrosom-reagierten Spermatozoen nach Induktion durch den in
DMSO gelösten Kalziumionophor A23187 einen möglichen Zusammenhang mit der
Apoptose feststellen zu können. Dafür sollten, ähnlich wie auch in den anderen
Versuchsreihen, durch die Vitalprobe mit Hilfe von 7-AAD Zellen mit geschädigten
Zellmembranen von der Auswertung ausgeschlossen werden, da bei ihnen die
Möglichkeit einer Bindung von CD46 ohne zuvor abgelaufene Akrosomreaktion
bestand.
In den Kontrollproben, denen ebenfalls DMSO zugefügt worden war, war eine
flowzytometrische Auswertung der CD46-FITC positiven Zellen mit Trennung von
vitalen und avitalen Zellen anhand der Dot Plots problemlos möglich. Bei den
Ansätzen, die mit A23187 behandelt worden waren, war jedoch bei allen Ejakulaten
eine große Subpopulation zu betrachten, die so weit in den bei den Kontrollproben als
avital definierten Bereich der 7-AAD-Fluoreszenz verschoben war, dass eine
Differenzierung der Zellen als vital oder avital lediglich willkürlich hätte vorgenommen
werden können. Die Grenze der Fluoreszenzintensität, die im Dot Plot der
Kontrollprobe durch den Einsatz des Quadranten-Markers gezogen worden war, verlief
bei Anwendung an der entsprechenden  A23187-Probe in der Regel direkt durch die
Punktwolke (siehe Abbildung 3.10.). Warum es zu dieser Verschiebung in den
Fluoreszenzbereich von 7-AAD kam, ist unklar. Auf eine quantitative
Ergebnisauswertung dieser Ansätze wurde aufgrund der genannten Bobachtungen
verzichtet. Es lässt sich jedoch beim qualitativen Vergleich der oberen linken
Quadranten, in dessen Bereich die Zellen als Akrosom-reagiert und vital definiert
wurden, bei allen Messungen ein erhöhter Anteil von CD46-FITC positiven
Spermatozoen nach Anwendung von A23187 beschreiben.
Diese Beobachtung ließ darauf zurückschließen, dass der Kalziumionophor in gewissem
Umfang eine Auslösung der Akrosomreaktion induziert hatte.
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Abbildung 3.10.: Veränderungen im Dot Plot durch Kalziumionophor A23187
Beispiel anhand einer Messung: Während sich in der Kontrollprobe vitale von avitalen Subpopulationen
hinreichend durch den Quadranten-Marker abgrenzen lassen, verläuft die Marker-Grenze beim A23187-
Ansatz direkt durch die Punktwolke der großen Subpopulation. Eine Differenzierung in avitale und vitale
Zellen ist nicht möglich. Trotzdem lässt sich beobachten, dass der Anteil von CD46-positiven Zellen im
oberen linken Quadranten nach Behandlung mit A23187 größer erscheint.
3.3.2. Akrosom-reagierte Zellen und gleichzeitige Annexin V-Bindung
Oben beschriebenen Probleme bezüglich der Auswertung von Messungen, die eine
Bindung von CD46-FITC nach Inkubation der Spermatozoen mit A23187 beinhalteten,
führten auch dazu, dass nur die spontan Akrosom-reagierten vitalen Spermatozoen des
jeweiligen Ansatzes ohne A23187 in Hinblick auf eine parallele Annexin V-Bindung
quantitativ beurteilt werden konnten. Auch wenn in den Dot Plots der Anteil an CD46-
FITC gebundenen Spermatozoen bei den A23187-Ansätzen größer erschien, scheiterte
eine weiterführende quantitative Auswertung daran, dass die genaue Anzahl vitaler
Akrosom-reagierter Zellen nicht zu ermitteln war.
Bei den nur mit DMSO vorbehandelten Proben ergab die Untersuchung der spontan
Akrosom-reagierten Spermien auf eine gleichzeitige Bindung von Annexin V-PE
folgende Ergebnisse:
Nur ein geringer Anteil der vitalen Spermatozoen zeigte eine CD46-FITC-Bindung.
In n = 12 Ejakulaten variierten die Werte zwischen 1,21% und 5,28% der vitalen
Spermatozoen, bei einem Mittelwert von 2,22% und einem Median von 1,96%.
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Wurde diese Gruppe von Spermatozoen gesondert auf gleichzeitige Annexin V-PE-
Bindung untersucht, ergaben sich Werte zwischen 10,23% und 50,00%, bei einem
Mittelwert von 32,12% sowie einem Median von 34,63%. Es wurde also – zumindest
für diese geringe Anzahl von Spermatozoen - beobachtet, dass durchschnittlich ca. ein
Drittel der Zellen mit spontaner Akrosomreaktion auch Membranveränderungen
aufwiesen, die zu einer Annexin V-Bindung geführt hatten.
Abbildungen 3.11. und 3.12. zeigen die Ergebnisse anhand von Diagrammen im
Zusammenhang.
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Abbildung 3.11.: Anteil der spontan Akrosom-reagierten Spermatozoen
Bei den Ansätzen ohne Kalziumionophor zeigten sich nur geringe Anteile von CD46-positiven
vitalen Zellen. Es konnte für jedes Ejakulat nur diese kleine Anzahl spontan Akrosom-reagierter
Zellen auf einen positiven Annexin V-Test hin betrachtet werden.
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Gleichzeitig Akrosom-reagierte und Annexin V-positive 
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Abbildung 3.12.: Zusammenhang von CD46-Bindung und positivem Annexin-Test
Die Messungen zeigen, dass im Mittel ca. ein Drittel der vitalen Spermatozoen mit Akrosomreaktion
auch eine positive Annexin V-PE-Bindung aufweisen.
3.3.3. Vergleich der apoptotischen Indices nach Einwirken von A23187
Erneut wurden die apoptotischen Indices von verschiedenen Ansätzen des gleichen
Ejakulats unter identischen Inkubationsbedingungen für n = 12 Ejakulate mit Hilfe des
Annexin V-FITC-Tests ermittelt. Je Ejakulat wurde der apoptotische Index des mit dem
in DMSO gelösten Kalziumionophor A23187 vorbehandelten Ansatzes ermittelt. Von
dem Ergebnis wurde - wie auch in den anderen Versuchsreihen - der apoptotische Index
des entsprechenden Kontrollansatzes subtrahiert, um die Ergebnisse vom Anteil der
spontanen Apoptose zu bereinigen. Eine geringe Verschiebung der Hauptsubpopulation
von Spermatozoen in den Fluoreszenzbereich von 7-AAD war auch bei dieser
Versuchsreihe für die mit A23187 vorbehandelten Ansätze zu beobachten. Allerdings
befand sich diese Subpopulation trotz der geringen Unterschiede noch im zuvor
abgegrenzten Bereich für vitale Spermatozoen. Eine Trennung der Spermatozoen in
vital oder avital war also im Gegensatz zu den oben erwähnten Messreihen möglich.
Auffällig war bei den A23187-Ansätzen ein wesentlich größerer Anteil von vitalen
Spermien, die eine starke Fluoreszenz für Annexin V-FITC aufwiesen. Zudem zeigte
der Hauptanteil dieser Spermatozoen eine höhere Fluoreszenzintensität im
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Fluoreszenzkanal 1, als bei den Messungen der anderen Versuchsreihen zur Apoptose
zu beobachten war. In Abbildung 3.13. sind die Histogramme von Messungen
verschiedener Versuchsreihen gegenübergestellt. Abbildung 3.14. zeigt Dot Plots und
Histogramme eines Ejakulats der Versuchsreihe zur Apoptose nach Akrosomreaktion.
    
Abbildung 3.13.: Unterschiede in der Fluoreszenzintensität für Annexin V-FITC bei verschiedenen
Versuchsreihen
Auffällig ist nicht nur die erhöhte Anzahl an Zellen, die im Bereich der Annexin V-positiven Fluoreszenz
liegen (durch Marker M1 begrenzt). Auch die Lokalisation des Hauptanteils der Zellen im Bereich
höherer Fluoreszenzintensität bei der A23187-Probe zeigt eine vermehrte Annexin-Bindung an.
74
                       
                    
Abbildung 3.14.: Einfluss des Kalziumionophors A23187 auf die Annexin V-Bindung
In den Dot Plots ist zu erkennen, dass ein großer Anteil vitaler Spermatozoen nach A23187-
Vorbehandlung eine Annexin V-Bindung zeigt. In den dazugehörigen Histogrammen wird der
Unterschied in der Fluoreszenzintensität besonders deutlich.
In der quantitativen Auswertung der Dot Plot-Ergebnisse stellt sich die erhöhte Annexin
V-Bindung folgendermaßen dar:
In n = 12 Ejakulaten kam es zu apoptotischen Indices nach A23187-Inkubation
zwischen 0,2027 und  0,8755, bei einem Mittelwert von 0,6161 und einem Median von
0,6220. Nach Abzug der Kontrollproben-Werte ergaben sich apoptotische Indices
zwischen 0,1302 und 0,7282, bei einem Mittelwert von 0,4217 und einem Median von
0,3732. Der statistische Zweistichproben t-Test bei abhängigen Stichproben
(Paarvergleichstest) ergab mit einer Wahrscheinlichkeit von p<0,001 einen
signifikanten Unterschied.
Abbildung 3.15. zeigt die Einzelergebnisse vor und nach Abzug der Kontrollproben-
Werte in einem Diagramm gegenübergestellt.
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Apoptose nach Inkubation mit dem 
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Abbildung 3.15.: Ergebnisse der Messreihe zur Annexin V-Rate nach Inkubation mit A23187
Auch nach Abzug der Kontrollprobenwerte zeigen sich hohe Anteile von vitalen Spermatozoen mit
positiver Annexin V-Bindung nach Inkubation mit dem Kalzium-ionophor A23187.
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3.4. Antispermien-Antikörper (ASA) und Ergebnisse des Annexin V-Tests
Ziel dieser Versuchsreihe war, einen möglichen Einfluss von gebundenen
Antispermien-Antikörpern (ASA) an vitale Spermien auf die Apoptoserate der
Spermatozoen darzustellen.
Das erste der zwei in den Vorversuchen verwendeten Ejakulate zeigte insgesamt nur
eine geringfügige Apoptoserate für vitale Zellen, unabhängig ob man die Kontrollprobe
oder die mit Seminalplasma inkubierten Proben betrachtete. Für die 12 Ansätze ergab
sich insgesamt ein Mittelwert für den apoptotischen Index von 0,01 bei Einzelwerten
zwischen 0,0058 und 0,0164. 6 Ansätze mit Seminalplasma hatten einen positiven
MAR-Test gezeigt (Über 5% Antikörper-gebundene Spermatozoen). Für sie ergab sich
ein apoptotischer Index zwischen 0,0058 und 0,0107 mit einem Mittelwert 0,0078. Die
MAR-negativen Ansätze mit Seminalplasma zeigten apoptotische Indices zwischen
0,0086 und 0,0136 mit einem Mittelwert von 0,0105. Die beiden Kontrollproben, die
lediglich mit AV-Puffer inkubiert worden waren, zeigten minimal höhere apoptotische
Indices als die mit Seminalplasma inkubierten Ansätze (0,0153 und 0,0164) – ein
Phänomen, das auch bei den anderen 3 untersuchten Ejakulaten auftrat. Die Ergebnisse
zeigten keinerlei Hinweis auf einen Einfluss von gebundenen Antispermien-
Antikörpern auf die apoptotischen Indices.
Das zweite in den Vorversuchen getestete Ejakulat zeigte in der
durchflusszytometrischen Auswertung nur noch einen Anteil von lebenden Zellen von
47,06% im Mittelwert. Die Kontrollprobe zeigte einen apoptotischen Index von 0,1348.
Die 2 MAR-positiven Ansätze zeigten einen mittleren Index von 0,0783, die 4 MAR-
negativen Ansätze 0,0877. Somit war auch für dieses Ejakulat kein Einfluss zu
erkennen. Allerdings ließ sich auch hier beobachten, dass die mit Seminalplasma
inkubierten Ansätze insgesamt eine niedrigere Apoptoserate als die Kontrollproben
aufwiesen.
Bei den 2 mit der Swim-up Methode vorpräparierten Ejakulaten zeigten sich ähnliche
Beobachtungen. Aus diesen Ejakulaten wurden auch Ansätze gebildet, die mit
Antispermien-Antikörper enthaltenden Blutseren von Spendern inkubiert wurden. Die
apoptotischen Indices zeigten folgende Mittelwerte:
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• Für die Kontrollproben 0,1082 bzw. 0,2547
• Für die MAR-positiven Ansätze mit Seminalplasma 0,0640 bzw. 0,1349
• Für die MAR-negativen Ansätze mit Seminalplasma 0,0675 bzw. 0,1651
• Für die MAR-positiven Ansätze mit Blutserum bei Inkubation mit dem ersten
Ejakulat kein Ergebnis (keiner der Ansätze von 5 verschiedenen potentiell
Antikörper enthaltenden Blutseren zeigte eine Antikörperbindung) bzw. 0,2141
beim zweiten Ejakulat bei nur 2 MAR-positiven Testseren.
• Für die MAR-negativen Ansätze mit Blutserum 0,1273 bzw. 0,1749
Auch nach Vorpräparation durch die Swim-up Methode war kein Einfluss auf die
Apoptoserate durch Inkubation mit ASA-enthaltenden Seminalplasmen erkennbar.
Die verwendeten potentiell ASA enthaltenden Blutseren zeigten nur bei einem der zwei
getesteten Ejakulate Antikörperbindung. Bei dem zweiten Ejakulat  konnte für 2 der 5
getesteten Blutseren mit dem MAR-Test eine ASA-Bindung von 9% bzw. 10%
nachgewiesen werden. Für diese Ansätze zeigte sich im Durchschnitt eine ganz
geringfügig erhöhte Apoptoserate (0,2141 gegenüber 0,1749). Bei der geringen Fallzahl
mit ASA-Bindung und in Anbetracht der geringen Antikörperbindung sowie der nur
sehr geringfügig erhöhten Apoptoserate kann dieses Ergebnis als unspezifisch bzw.
zufällig betrachtet werden.
Wie auch in den Vorversuchen ohne Swim-up Präparation waren die Apoptoseraten bei
den mit Seminalplasma inkubierten Ansätzen geringer als bei den Kontrollproben, die
nur mit Annexin V-Puffer inkubiert wurden bzw. bei den mit Blutseren inkubierten
Ansätzen, unabhängig von einer ASA-Bindung. Die Gesamtraten vitaler bzw. avitaler
Zellen bei den Ansätzen mit Seminalplasma bzw. Puffer oder Blutserum unterschieden
sich nicht auffallend voneinander.
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Abbildung 3.16.:
Beispiel Dot-Plot für einen Ansatz mit
Blutplasma ohne ASA-Bindung
Im linken oberen Quadranten befinden sich die
Annexin V-FITC gefärbten, somit als
apoptotisch definierten vitalen Zellen.
Der apoptotische Index beträgt bei dieser
Messung 0,1409 bei insgesamt 88,01% vitalen
Spermatozoen.
Abbildung 3.17.:
Beispiel Dot-Plot für einen Ansatz mit
Seminalplasma mit ASA-Bindung
Anhand des indirekten MAR-Testes wurde vor
der flowzytometrischen Auswertung eine
ASA-Bindung von 95% ermittelt. Der
apoptotische Index dieser Messung beträgt
0,0613 bei einer Gesamtrate von vitalen Zellen
von 79,4%.
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Abbildung 3.18.: Beispiel für ein mit Microsoft Excel erstelltes Datenblatt der ASA-Versuchsreihe
Die jeweiligen Ansätze sind in der ersten Spalte durchnummeriert, unterhalb der Nummer stehen jeweils
die den Spermazoensuspensionen hinzugefügten Inkubationslösungen. Hellblau unterlegt in der
vorletzten Spalte finden sich die Ergebnisse des indirekten MAR-Testes. Der apoptotische Index des
jeweiligen Ansatzes ergibt sich durch die Division der absoluten Anzahl von vitalen Annexin V-FITC
gefärbten Zellen (3. Spalte) durch die absolute Anzahl aller vitalen Zellen [4. Spalte, Summe aus Annexin
V-FITC gefärbten und ungefärbten vitalen Zellen (2. Spalte)]. Die apoptotischen Indices sind der 5.
Spalte grau unterlegt.
LE ASAleb ASAannleb LEB.gesamt ASAannleb/ ASAtot ASAanntot TOTgesamt  FSC/SSC MAR Gesamt/Gate
 LEB.gesamt   
445 4018 1386 5404 1435 1466 2901 83,05% 1% 8305
AV-P 48,38% 16,69% 65,07% 0,2565 17,28% 17,65% 34,93%   
446 4109 1391 5500 1551 1493 3044 85,44% 1% 8544
AV-P 48,09% 16,28% 64,37% 0,2529 18,15% 17,47% 35,63%   
447 4831 777 5608 1862 1164 3026 86,34% 68% 8634
Plasma 55,95% 9,00% 64,95% 0,1386 21,57% 13,48% 35,05%   
448 4561 897 5458 1828 1387 3215 86,73% 18% 8673
Plasma 52,59% 10,34% 62,93% 0,1643 21,08% 15,99% 37,07%   
449 4640 890 5530 1855 1254 3109 86,39% 1% 8639
Plasma 53,71% 10,30% 64,01% 0,1609 21,47% 14,52% 35,99%   
450 5268 640 5908 1813 1037 2850 87,58% 87% 8758
Plasma 60,15% 7,31% 67,46% 0,1083 20,70% 11,84% 32,54%   
451 4783 705 5488 1890 1253 3143 86,31% 30% 8631
Plasma 55,42% 8,17% 63,58% 0,1285 21,90% 14,52% 36,42%   
452 4682 967 5649 1674 1275 2949 85,98% 1% 8598
Plasma 54,45% 11,25% 65,70% 0,1712 19,47% 14,83% 34,30%   
453 4322 953 5275 1959 1298 3257 85,32% 1% 8532
Plasma 50,66% 11,17% 61,83% 0,1807 22,96% 15,21% 38,17%   
454 4671 809 5480 1864 1195 3059 85,39% 1% 8539
Plasma 54,70% 9,47% 64,18% 0,1476 21,83% 13,99% 35,82%   
455 4788 908 5696 1647 1228 2875 85,71% 1% 8571
Serum 55,86% 10,59% 66,46% 0,1594 19,22% 14,33% 33,54%   
456 4165 1176 5341 1648 1451 3099 84,40% 10% 8440
Serum 49,35% 13,93% 63,28% 0,2202 19,53% 17,19% 36,72%   
457 5036 1046 6082 1441 1189 2630 87,12% 1% 8712
Serum 57,81% 12,01% 69,81% 0,1720 16,54% 13,65% 30,19%   
458 4400 1155 5555 1670 1244 2914 84,69% 9% 8469
Serum 51,95% 13,64% 65,59% 0,2079 19,72% 14,69% 34,41%   
459 4930 1182 6112 1458 1041 2499 86,11% 1% 8611
Serum 57,25% 13,73% 70,98% 0,1934 16,93% 12,09% 29,02%   
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4. DISKUSSION
4.1. Vorversuche
4.1.1. Vorversuche mit Paraformaldehyd (PFA)
Eine besondere Schwierigkeit bei der Arbeit mit der Flowzytometrie ist - wenn sich die
zu unterscheidenden Populationen nicht deutlich als Punktwolken im Dot-Plot
voneinander abgrenzen lassen - objektive Marker zu setzen. Bis zu einem gewissen
Grad lässt sich unter diesem Umstand immer nur eine subjektive Einteilung vornehmen.
Dabei besteht die Gefahr, dass Einteilungen im Sinne des gewünschten Ergebnisses
vorgenommen werden, wenn deutliche Abgrenzungen weder im Dot-Plot, noch im
Histogramm zu erkennen sind.
Bei Auswertung der Vorversuche mit PFA ergab sich genau diese Schwierigkeit.
In den Vorversuchen mit Paraformaldehyd mußte auf eine höhere Geschwindigkeit von
700g in der Zentrifugation zurückgegriffen werden, da sich bei den in allen anderen
Versuchen üblichen 400g nach Fixierung nicht ausreichend Zellen im Pellet abgesetzt
hatten, um eine suffiziente flowzytometrische Analyse durchzuführen.
Die Vorbehandlung mit den potentiell toxischen PFA hatte zudem zu einer veränderten
Streuung des Lichtes in den FSC/SSC Kanälen geführt, was den Schluss zulässt, dass
die Fixation zu einer veränderten Spermatozoendichte bzw. -größe geführt hatte.
Beruhend auf dieser Tatsache allein ließe sich schon auf eine Membranschädigung mit
konsekutiver Zytoplasmaschwellung schließen. Andererseits hatte das Verschieben der
Punktwolke nach der Vorbehandlung mit PFA in den zuvor als avitalen Bereich
definierten Fluoreszenzbereich von 7-AAD eine Trennung zweier Punktwolken
unmöglich gemacht. Dieser Effekt war unabhängig von der Konzentration von PFA. Es
hätte, unabhängig von den Markern in den Kontrollproben, ein neuer, subjektiver
Marker gesetzt werden müssen, um mit der neuen Quadrantentrennung mehr Zellen in
den vitalen, mit CD-95 gebundenen Bereich zu versetzen.
So eine Quadranteneinteilung war in der Arbeit von Sakkas et al. 1999 vorgenommen
worden und in Folge eine deutlich erhöhte Rate an CD95-positiven vitalen
Spermatozoen ermittelt worden. Sakkas et al. hatten 1999 nach Inkubation von Maus
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anti-human Antikörpern gegen den Fas-Rezeptor und anschließender Inkubation mit
einem FITC-markiertem sekundären Schaf-anti-Maus Antikörper bei einem
signifikanten Anteil von Spermatozoen anhand dieser Markereinteilung
flowzytometrisch Fas-Rezeptoren nachweisen können.
In ihrer Versuchsreihe gingen sie bezüglich der CD95-Antikörperbindung offensichtlich
von der Annahme aus, dass eine Bindung an die Spermatozoenmembran nach Fixation
mit 3,7% Paraformaldehyd leichter erfolgen würde und vor allem dass die
Membranschädigung durch das toxische Agens Paraformaldehyd nicht zu einer
unspezifischen Bindung von Antikörpern und damit zu falsch positiven Ergebnissen
führen könnte.
Diese Annahme konnte in den Versuchen der vorliegenden Arbeit nicht nachvollzogen
werden. Die Tatsache, dass auch die Inkubation mit Annexin V bei den fixierten Zellen
zu einer massiven Verschiebung in die Annexin V - positiven Quadranten geführt hatte,
sprach für die Möglichkeit, dass die Fixierung eben nicht nur die Spermatozoengröße
verändert, sondern auch die Membran so eingehend geschädigt hatte, dass der Großteil
der Zellen tatsächlich avital war und somit unspezifische Bindungen nicht
ausgeschlossen werden konnten. Aus diesem Grunde wurde die PFA-Fixierung in den
weiteren Versuchen nicht mehr vorgenommen.
Nach Auswertung aller Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist anzunehmen, dass die
Methodik von Sakkas et al. zu einem derart hohen Vorkommen von CD95-positiven
humanen ejakulierten Spermatozoen geführt hatte. Damit lassen sich die Ergebnisse
dieser Forschungsgruppe nicht zu der Diskussion heranziehen, ob CD95-Rezeptoren auf
humanen Spermatozoenmembranen existieren bzw. gegebenenfalls Apoptoseprozesse
vermitteln.
4.1.2.Vorversuche mit humanem Vollblut
Da in der Versuchsreihe zur direkten Fas-Antikörperbindung mit CD95-PE nur eine
sehr geringe Anzahl von vitalen Spermatozoen gebunden war und der Versuch, eine
Bindung über einen Sekundärantikörper nachzuweisen, negativ ausfiel, wurde die
Bindungsfähigkeit des Antikörpers an humane Leukozyten untersucht.
Nach der Lyse der Erythrozyten und Inkubation mit den Antikörpern ließen sich die
Leukozytenpopulationen  im Dot Plot gut abgrenzen und bei anschließender Analyse
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dieser Populationen eine deutliche Antikörperbindung mit der entsprechenden
Fluoreszenz nachweisen.
Darauf aufbauend ließ sich also feststellen, dass die Bindungsfähigkeit des verwendeten
CD95-PE Klons intakt war und keine Erklärung für die in 3.1.1. beschriebenen geringen
Bindungsraten der Spermatozoen lieferte.
4.2. Fas-Antikörper-Bindung und Annexin V-Anfärbbarkeit
4.2.1. Direkter Nachweis von Fas-Rezeptoren
Der erste Abschnitt der Fragestellungen zielte auf den direkten Nachweis von Fas-
Rezeptoren an der Spermatozoenmembran ab.
Die signifikanten, jedoch nur sehr geringen Raten für beide verwendeten
korrespondierenden Fas-Antikörperklone (Mittelwerte 1,46% für CD95-PE bzw. 0,75%
für EOS9.1) an nachgewiesener spezifischer Antikörperbindung lassen mehrere
verschiedene Interpretationen zu. Zum einen ist denkbar, dass die ermittelte Rate
tatsächlich dem Vorkommen von Fas-Rezeptoren an den äußeren Zellmembranen
vitaler Spermatozoen entspricht. Da jedoch nicht auszuschließen ist, dass nach der oben
beschriebenen Methode der Vorpräparation und des Waschens, sowie nach dem Setzen
von Gates in der flowzytometrischen Auswertung noch eine kleine Menge von
Zelldebris bzw. von Leukozyten und unreifen Keimzellen in den untersuchten
Spermatozoensuspensionen vorhanden war, ist es ebenfalls möglich, dass es dort zu
einer spezifischen bzw. im Fall von Debris unspezifischen Bindung von Fas-AK
gekommen ist. Da 7-AAD nur Nukleinsäuren bei geschädigten Zellen anfärbt, ist bei
Zellpartikeln ohne Nukleinsäuren eine fehlende 7-AAD-Färbung möglich, die letztlich
zur Missinterpretation dieser Bestandteile als vitale Zellen führen kann.
Für die verschiedenen Keimzellvorläufer der Spermatozoen, vor allem für primäre
Spermatozyten und Spermatiden, konnten ultrastrukturelle Kennzeichen eines
Apoptosevorgangs nachgewiesen werden. In Untersuchungen an humanem
Hodengewebe wurde eine enge Korrelation zwischen der Anzahl apoptotischer
Keimzellen und der Anzahl Fas-präsentierender Keimzellen dargestellt (Francavilla et
al., 2002). Es wird vermutet, dass FasL-präsentierende Sertolizellen über eine
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Vernetzung mit defekten humanen Keimzellen die Apoptosekaskade des Fas-
Reaktionsweges in Gang setzen (Francavilla et al., 2000).
Während also das Vorkommen von Apoptosemachanismen auf Ebene der Tubuli
seminiferi zur Kontrolle der Keimzellanzahl und zur Selektion intakter Vorstufen zur
weiteren Differenzierung als weitgehend gesichert angesehen werden kann, bleibt die
Rolle von Apoptosemechanismen für reife Spermatozoen unklar. Auf der Ebene der
Tubuli seminiferi wird dem Fas-Ligand/ -Rezeptor System eine entscheidende Aufgabe
für die Apoptosefunktion zugeschrieben (Lee et al., 1997; Pentikainen et al., 1999;
Francavilla et al., 2000), auf der Ebene von reifen, ejakulierten Spermatozoen wird die
Rolle des Fas-Systems kontrovers diskutiert. In einer Untersuchung von Castro et al.
2004  konnte anhand des von dieser Arbeitsgruppe verwendeten Fas-Klons und
sekundärer Antikörperbindung kein Vorkommen von Fas bei ejakulierten Spermatozoen
flowzytometrisch nachgewiesen werden, daher wurde dem Fas-System bei diesen
Zellen keine Funktion zugeschrieben. Die Arbeit von Sakkas et al., 1999, auf der die
„Abortive Apoptosis“ Theorie aufbaute, zeigte ein Vorkommen von Fas-Rezeptoren auf
ejakulierten Spermatozoen, vor allem bei Ejakulaten von Spendern mit
Oligozoospermie. Wichtig für den Vergleich der gegensätzlichen Ergebnisse ist die
Betrachtung der unterschiedlichen Methodik bezüglich der Spermienpräparation vor
Antikörperfärbung. Wie unter 4.1.2. beschrieben ist der Nachweis von Fas-Rezeptoren
mit der Methodik von Sakkas et al. eher kritisch zu betrachten.
4.2.2. Induktion der Spermienapoptose durch Fas-Antikörper
Nach Inkubation von n = 17 Ejakulaten mit CD95-PE und n = 19 Ejakulaten mit
EOS9.1 hatten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Rate Annexin V-
positiver Zellen der inkubierten Ansätze und ihrer Kontrollproben ergeben.
Auch diese fehlende Apoptoseauslösung im 4h-Inkubationsversuch lässt
unterschiedliche Schlüsse zu. Entweder bestanden gar keine Fas-Rezeptoren an vitalen
Spermatozoen und somit auch nicht die Möglichkeit, über eine Fas-AK-Stimulation das
Apoptoseprogramm auszulösen, oder die wenigen vorhandenen Fas-Rezeptoren
entsprachen Residuen der Keimzellentwicklung und waren bei reifen, ejakulierten
Spermatozoen nicht mehr in der Lage, die Fas-Signalkette der Apoptose nach AK-
Bindung fortzuleiten. Letztere Möglichkeit würde mit der in einigen Veröffentlichungen
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propagierten „Abortive Apoptosis“-Theorie übereinstimmen. Diese besagt, dass die
Produktion von ejakulierten Spermatozoen, die positive Marker für Apoptose tragen,
wie z.B. Fas-Rezeptoren oder spezifische DNA-Schädigung auf Zellkernebene, darauf
hinweist, dass bei den entsprechenden Männern eine unvollkommene Apoptose
stattgefunden hat. Die normalen apoptotischen Mechanismen im Laufe der
Spermatogenese wären in diesen Fällen entweder fehlgelaufen, außer Kraft gesetzt oder
nicht zu Ende geführt und hätten letztlich zu einem Transport von „quasi-
apoptotischen“ Zellen in die Tubuli seminiferi geführt (Sakkas et al., 1999).
Eine etwas andere Methode, um eine Aktivität des Fas-Reaktionsweges in ejakulierten
Spermatozoen nachzuweisen, wurde von Grunewald et al. 2005 angewandt. Auch hier
wurde ein Fas-Antikörperklon als Apoptosestimulanz verwendet, allerdings wurde nur
eine Stunde mit diesem Klon inkubiert und nachfolgend das Vorkommen aktiver
Caspasen in den Spermatozoen flowzytometrisch analysiert. Es konnte auch hier keine
vermehrte Apoptose nachgewiesen werden, im Vergleich mit Kontrollproben ergab sich
kein signifikant höherer Anteil aktivierter Caspasen. Dieses Ergebnis unterstützt
ebenfalls die in der vorliegenden Arbeit propagierte Theorie, dass vorhandene Fas-
Rezeptoren bei humanen Spermatozoen nicht in der Lage sind, den typischen FAS-
Reaktionsweg der Apoptose zu vermitteln.
Bemerkenswert an der Arbeit von Grunewald et al. war zusätzlich, dass Betulinsäure,
ein pro-apoptotisches Molekül, welches spezifisch auf Mitochondrien wirkt, im
Gegensatz zur Fas-Inkubation zur erhöhten Anzahl aktivierter Caspasen geführt hatte.
Es ist bekannt, dass Caspasen nicht nur durch den Fas-Reaktionsweg aktiviert werden
und zur Apoptose führen. Zumindest experimentell ließ sich hier eine über die
Mitochondrien vermittelte Apoptose in Spermatozoen nachweisen (Grunewald et al.,
2005).
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4.3. Akrosomreaktion und Annexin V-Anfärbbarkeit
4.3.1. PS-Externalisation während Kapazitation und Akrosomreaktion
Als Kapazitation werden zusammenfassend Veränderungen der Spermatozoenmembran
und der mit ihr assoziierten Proteine bezeichnet, die schließlich zur Fähigkeit des
Spermiums zur Akrosomreaktion und nachfolgender Penetration der Eizelle führen. Die
Kapazitation läuft in der Regel nach Ejakulation im weiblichen Genitaltrakt ab und ist
durch eine Reihe von biochemischen Veränderungen der Spermatozoenmembran
gekennzeichnet.
Inwiefern die in mehreren Studien beobachteten Membranveränderungen der
Spermatozoen im Laufe der Kapazitation in vitro - einschließlich dem Verlust der PS-
Assymmetrie mit Externalisation von PS an die äußere Plasmamembran - von
apoptotischen Membranveränderungen abzugrenzen ist, wird kontrovers diskutiert.
Vergleiche mit ultrastrukturellen Zeichen der Apoptose, wie z. B. DNA-Degeneration
oder Verlust der Mitochondrienfunktion, zeigten in der Studie von Gadella und
Harrison 2002 keine vermehrte Apoptose in den entsprechenden mit
kapazitationsauslösendem Medium behandelten und als kapazitiert definierten Zellen,
bei denen mit  Hilfe des Annexin V-Tests PS an der Zelloberfläche nachgewiesen
worden war (Kotwicka et al., 2002; Gadella und Harrison, 2002).
Entgegen diesen Beobachtungen konnten Muratori et al. 2004 in ihrer Studie keinen
Zusammenhang  zwischen Kapazitationsvorgängen und vermehrter PS-Expression an
der Zelloberfläche feststellen, allerdings wurde vermehrte Annexin V-Bindung hier mit
verminderter Spermienqualität (Morphologie und Motilität) korreliert und daher auf
Zelldegeneration geschlossen, eine ultrastrukturelle mikroskopische Untersuchung
wurde nicht vorgenommen.
Die ersteren Beobachtungen würden implizieren, dass der Annexin V-Test nicht nur
spezifisch die Frühphase der Apoptose nachweist, sondern eben auch
Membranveränderungen detektiert, die nicht mit einer eigentlichen
Membranschädigung und damit eingeschränkter Spermienqualität einhergehen.
Sowohl von Kapazitationsvorgängen, als auch von der Akrosomreaktion ist bekannt,
dass sie zu einem gewissen Anteil in Ejakulaten in vitro auftreten können, vor allem bei
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Inkubation in albuminhaltigen Kulturmedien (Mortimer et al., 1989; Nolan und
Hammerstedt, 1997; Esteves et al., 1998; Green et al., 1999; Skrzypek, 1999). Es wäre
also möglich, dass beim Annexin V-Test zum Nachweis der frühen Apoptose auch diese
kapazitierten oder Akrosom - reagierten Spermatozoen als falsch positiv erkannt
werden. Dies wäre vor allem bei einer Selektion von Annexin-negativen Spermatozoen
zur assistierten Reproduktion im Rahmen der in-vitro Fertilisation (IVF) von
Bedeutung, möglich unter anderem mit Hilfe von MACS (magnetic cell separation),
einer Methode, bei der mit Hilfe von Annexin V-gebundenen magnetischen Partikeln
PS-präsentierende Zellen gebunden und ausselektiert werden können  (Paasch et al.,
2005).
In diesem Falle würden potentiell fruchtbare und möglicherweise durchaus geeignete
Spermatozoen ausselektiert werden. Für die IVF ist es jedoch nach derzeitiger
Studienlage von Bedeutung, dass ein gewisser Anteil von akrosom–reagierten
Spermatozoen im Ejakulat vorhanden ist, um möglichst optimale Ergebnisse zu
erlangen. So haben einige Studien den ARIC-Test („acrosome reaction following
ionophore challenge“; Cummins et al., 1991) als sensitiven und spezifischen Parameter
zur Planung assistierter Reproduktionstechniken beschrieben und gute Korrelationen
zwischen Fertilisationsrate bei IVF und dem ARIC-Test herausgefunden (Carver-Ward
et al., 1996; Parinaud et al., 1995; Yovich et al, 1994).
Der ARIC-Test beschreibt den Anteil akrosom-reagierter Spermatozoen nach A23187
Inkubation und nach Abzug der spontan akrosom-reagierten Zellen nach Inkubation mit
der Kontroll-Reagenz. Als Grenzwert des minimalen geeigneten ARIC-Testes für die
IVF bestimmten Carver-Ward et al. 1996 einen Wert von 10%. Bei Patienten mit
darunter liegenden ARIC-Werten sollte gleich die intrazytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI) erwogen werden.
Jedoch haben Untersuchungen am Tiermodell ergeben, dass auch für die ICSI
möglicherweise akrosom-reagierte Spermatozoen geeigneter erscheinen, da solche
Zellen schneller einen Pronukleus in den Eizellen bilden konnten (Lee/Lee et al., 1997).
Ob diese Ergebnisse auf humane Oozyten übertragbar sind, ist jedoch bisher nicht
ausreichend untersucht.
In der Versuchsreihe zur Akrosomreaktion ließ sich beobachten, dass ein erheblicher
Anteil der vitalen Zellen nach Ionophor-Inkubation die CD46-FITC Bindung aufwies.
A23187 hatte also eindeutig zum Auslösen der Akrosomreaktion bei diesen Zellen
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geführt. Jedoch  war aus unter 3.3. beschrieben Gründen eine quantitative Auswertung
der vitalen Akrosom-reagierten Zellen in Hinblick auf eine gleichzeitige PS-Expression
bei zuvor mit Kalziumionophor behandelten Proben nicht möglich. Warum die
Kombination von Kalziumionophor, CD46-FITC, Annexin V-PE und 7-AAD zu dieser
Verschiebung der Punktwolke im Fluoreszenzkanal 3 geführt hatte, ist unklar.
Vermutlich bewirkten die beiden anderen Farbstoff markierten Reagenzien im
Zusammenhang mit A23187-Vorbehandlung eine Streu-Fluoreszenz in den Kanal 3
hinein und damit die Verschiebung. Nahe liegend ist diese Vermutung auch aufgrund
der Beobachtung, dass bei Inkubation ohne Annexin V-PE in den anderen Ansätzen nur
eine geringfügige Verschiebung zu erkennen war. Letztendlich entscheidend ist, dass
sich unter diesen Umständen kein Vergleich mit der Kontrollprobe durchführen ließ und
ein modifiziertes Setzen des Quadrantenmarkers im Dot-Plot zu ungenau gewesen wäre.
Auch in dieser Versuchsreihe war wie in den Vorversuchen zu beobachten, dass
Annexin V in Konjugation mit Phycoerythrin eine geringere Bindung bzw.
vermindertes Fluoreszenzverhalten in der Flowzytometrie aufwies als in Konjugation
mit FITC. Da jedoch auch der Akrosom-Membranantikörper CD46 FITC-konjugiert
war, blieb für diese parallele Untersuchung nur die PE-konjugierte Annexin-Lösung. Ob
mit einer anderen Lösung eine größere Anzahl Akrosom-reagierter Zellen auch als
Annexin V-positiv erkannt worden wäre, ist spekulativ und müsste mit anderer
Methodik untersucht werden.
Nur die geringe Anzahl der spontan Akrosom-reagierten Zellen in den Kontrollproben
konnte also quantitativ untersucht werden. Auch hier stellt sich die Frage, inwiefern
Bestandteile von Zellmembranen bzw. Akrosommembranen nach der Aufreinigung
verblieben sein könnten und möglicherweise als Akrosom-reagiert und vital erkannt
wurden aufgrund fehlender anzufärbender Nukleinsäuren. Da in dieser Versuchsreihe
jedoch vor weiterer Aufreinigung die Swim-up Methode nach WHO-Empfehlungen
durchgeführt wurde, ist das Verbleiben dieser Bestandteile zumindest weniger
wahrscheinlich.
Die Ergebnisse der gleichzeitigen CD46-FITC und Annexin V-Bindung bei spontan
Akrosom-reagierten Spermatozoen sind sicherlich statistisch wenig aussagekräftig, da
einerseits die Anzahl der Ejakulate, andererseits die Anzahl dieser spezifisch gefärbten
Zellen in der Flowzytometrie relativ gering war. Es ließ sich jedoch beobachten, dass
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die Akrosom-reagierten und vitalen Zellen zu einem bedeutenden Anteil von im Mittel
32,12% auch von Annexin V markiert wurden. Dieses könnte bedeuten, dass die
Membranveränderungen der Akrosomreaktion zu einer Externalisation von PS an die
äußere Spermatozoenmembran führen kann, und dass damit der Annexin V- Test -
zumindest für diese Spermatozoen - nicht zum Erkennen von Apoptose geeignet ist.
Diese Theorie unterstützt die Beobachtungen von Gadella und Harrison 2002 sowie
Kotwicka et al. 2002 im Hinblick auf die Membranveränderungen der Kapazitation.
Letztlich bleibt natürlich die Möglichkeit, dass ein gewisser Anteil dieser Akrosom-
reagierten Zellen schon in die Frühphase der Apoptose eingetreten war und damit als
richtig positiv vom Annexin V- Test erkannt worden ist.
Größere Studien mit gegebenenfalls anderen, weniger potentiell toxischen
Akrosomreaktion-auslösenden Reagenzien als der Kalziumionophor A23187 und
zusätzlicher mikroskopischer Betrachtung auf andere ultrastrukturelle Anzeichen der
Apoptose, wie in der Arbeit von Gadella und Harrison 2002 beschrieben, wären nötig,
um die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit eingehender zu untersuchen.
4.3.2. Bindung von Annexin V-FITC nach Einwirken des Kalziumionophors
A23187
Bemerkenswert bei Betrachtung dieser Ergebnisse ist zum einen, dass es trotzt der
A23187-Vorbehandlung nur zu einer geringen Verschiebung der Haupt-
Spermatozoenpopulation in den FL3-Bereich kam. So lag die Hauptpopulation hier im
Vergleich mit den Kontrollproben noch im vitalen Bereich, jedoch hatte auch hier die
Vorbehandlung offensichtlich zu einer leichten Veränderung im Fluoreszenzverhalten
im Dot-Plot geführt.
Der offensichtliche Effekt des Kalziumionophors auf diese Ansätze war die erhebliche
Verschiebung der vitalen Zellpopulation in den Annexin V-positiven Bereich. Nach
Abzug der Kontrollprobenwerte ergab sich ein Mittelwert von 0,4217 für die
apoptotischen Indices bei nachgewiesen signifikantem Unterschied (p < 0,001) im
Zweistichproben t-Test zwischen inkubierten Ansätzen und Kontrollproben.
Bei Betrachtung dieses Phänomens lassen sich verschiedene Erklärungsansätze finden:
1. A23187 hatte zu einem hohen Anteil an vitalen Akrosom-reagierten Zellen
geführt, die wiederum aufgrund der Membranveränderungen - wie in den
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Fragestellungen dieser Arbeit postuliert – einen entsprechend hohen Anteil an
Annexin V-FITC-Bindung zeigten.
Diese Erklärung wäre umso wahrscheinlicher, als bei den oben beschriebenen Ansätzen
mit der offensichtlich wesentlich schwächeren Annexin V-PE-Fluoreszenz bzw.
–Bindung bereits annähernd 30% der auswertbaren Akrosom-reagierten Zellen sich
auch Annexin V-positiv zeigten. Diese Erklärung würde bedeuten, dass der Annexin V
Test als solches bei Spermatozoen nicht spezifisch Apoptose detektiert, sondern je nach
Anteil spontaner Akrosomreaktion eben auch vermehrt intakte Spermien als Annexin-
V-positiv erkannt werden. Aufgrund der Tatsache, dass für diese Testreihen nur FITC
kombinierte CD46-Antikörper zur Verfügung standen, ließ sich diese Theorie
flowzytometrisch nicht eingehender prüfen. Weitere Testreihen könnten hilfreich sein,
um Akrosom-reagierte Spermatozoen auf gleichzeitige Bindung von Annexin zu
untersuchen.
2. Das Einwirken von A23187 hatte die Spermatozoenmembranen soweit
beeinflusst, dass es zu Membraninstabilität und letztlich zur zahlreichen
Expression von Phosphatidylserin gekommen ist, ohne dass die Zellen die
Membranintegrität verloren haben, was eine Färbung mit 7-AAD nach sich
gezogen hätte. Dieses kann im Rahmen der Frühphase der Apoptose geschehen
sein, oder aber A23187 hatte zur PS-Expression geführt, ohne dass tatsächlich
ein programmierter Zelltod abgelaufen ist.
Annexin V-Bindung im Rahmen der Apoptose würde bedeuten, dass der
Kalziumionophor A23187 ein sehr potentes Induktionsmittel für Spermatozoenapoptose
darstellt, ohne eine Nekrose zu bewirken, was durch die fehlende 7-AAD Färbung
ausgeschlossen war.
Wäre dies der Fall, so könnte A23187 für künftige Vergleichsstudien zur
Spermatozoenapoptose als wirksames Apoptose-auslösendes Agens verwendet werden.
Wahrscheinlicher ist jedoch, dass durch den Kalziumionophor zwar die
Membranasymmetrie aufgehoben wurde, aber keine Apoptose im eigentlichen Sinne
erfolgt war. Annexin V bindet lediglich an PS, eine andere Aussage über weitere
zellspezifische Apoptoseveränderungen ließ sich im Rahmen der Flowzytometrie nicht
treffen. Bekannt ist, dass eine hohe Konzentration an Kalziumionen die Annexin-
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Bindung maximiert (Quinn, 2002). Die durch A23187 bewirkten
Kalziumverschiebungen an der Membranoberfläche könnten so ebenfalls mit zur
vermehrten Annexin-Bindung beigetragen haben. Die unter 3.3.3. beschriebenen
Beobachtungen, dass nach A23187 Einwirkung vor allem auch die
Fluoreszenzintensität stark zugenommen hatte, bekräftigt letztere Annahme.
Ohne eine gleichzeitige Untersuchung auf ultrastrukturelle Zeichen der Apoptose, wie
in den oben beschriebenen Studien zur Kapazitation von Gadella und Harrison 2002
sowie Kotwicka et al. 2002, lässt sich mit dem Annexin V-Test alleine eine reine
Membraninstabilität nicht von tatsächlicher Apoptose differenzieren.
Interessant in diesem Zusammenhang sind auch die von Quinn 2002
zusammengefassten Untersuchungen von humanen Leukozyten. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die PS-Präsentation unter Umständen reversibel ist und die
entsprechenden Zellen nach Rückkehr der ursprünglichen Phospholipidasymmetrie
keinerlei Apoptoseanzeichen in ihren Nuklei aufwiesen. Ferner waren diese Zellen zu
normalem Zellwachstum fähig. Es wurde der Schluss gezogen, dass PS-Expression bei
Leukozyten nicht zwangsläufig die Initiationsphase der Apoptose widerspiegeln muss,
sondern möglicherweise zeitlich vor dem Eintritt in die Initiationsphase anzusiedeln ist.
Der Kalziumionophor A23187 bewirkt elektroneutral, d.h. ohne Änderung des
Membranpotentials, einen Austausch von Kalziumionen  gegen zwei Protonen an der
Spermatozoenmembran. Über diesen Mechanismus werden die für die Akrosomreaktion
typischen Vesikulationen der Plasmamembran und der darunterliegenden akrosomalen
Membran hervorgerufen. A23187 ist jedoch auch ein potentiell toxisches Agens und
kann, insbesondere bei Anwendung von zu hohen Konzentrationen, Membranschäden
hervorrufen (Skrzypek 1999). Auch eine Herabsetzung der Spermienmotilität nach
Einwirken von A23187 kann auf das toxische Potential des Ionophors zurückgeführt
werden, wie von Aitken et al. 1993 beschrieben.
Bei Betrachtung der potentiellen Toxizität des Kalziumionophors wäre es also wenig
verwunderlich, wenn die Inkubation in der hier vorgestellten Arbeit auch zu einer
erheblichen Apoptoserate geführt hätte. Dies würde voraussetzen, dass der
programmierte Zelltod in vitalen ejakulierten Spermien möglich ist, was in der Literatur
kontrovers diskutiert wird. Wie oben beschrieben wäre aber auch eine erhebliche Rate
an akrosom-reagierten Zellen mit der entsprechenden „quasi-apoptotischen“
Präsentation von PS an der äußeren Zellmembran  möglich. Dies würde wiederum
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bedeuten, dass der Annexin V-Test zumindest bei Spermatozoen nicht zum optimalen
quantitativen Nachweis von Apoptose geeignet ist.
4.4. Rolle der PS-Externalisation bei Spermatozoen
Wie in 4.3.1. diskutiert, muss der Transport von PS an die äußere Zellmembran nicht
zwangsläufig die Frühphase der Apoptose widerspiegeln. Welche Funktion dieser
Membranasymmetrie und der Präsentation von PS in vivo im männlichen
Geschlechtstrakt bzw. nach Ejakulation im weiblichen Geschlechtstrakt zugeschrieben
ist, ist bisher nicht ausreichend untersucht und in erster Linie durch Theorien begründet.
Für die klinische Medizin ist dabei besonders relevant, ob durch den Annexin V–Test
nachgewiesene Zellen mit PS-Präsentation in ihrer Funktion tatsächlich beeinträchtigt
und damit ungeeignet für assistierte Reproduktionsmaßnahmen sind.
4.4.1. Zusammenhang  zwischen Spermienqualität und Annexin V-Bindung
In mehreren Studien wurden herkömmliche Spermienparameter mit den Ergebnissen
des Annexin V-Tests korreliert und ein Zusammenhang diskutiert. Dabei wurden sehr
unterschiedliche Resultate beobachtet. Glander und Schaller konnten 1999 eine negative
Korrelation zwischen Annexin V- und gleichzeitig Propidiumiodid-vitalgefärbten
Spermatozoen und der Spermienmotilität feststellen. Bemerkenswert war jedoch eine
positive Korrelation zwischen dem prozentualen Anteil Annexin V positiver vitaler
Spermatozoen und einer vermehrten Vorwärtsmotilität der Spermatozoen. Ein
möglicher Zusammenhang mit Kapazitationsvorgängen wurde erwähnt, aber nicht
eingehender diskutiert.
Oosterhuis et al. kamen 2000 zu dem Ergebnis, dass die relativen Anzahlen Annexin V-
positiver Spermien in den untersuchten Ejakulaten eine enge Korrelation mit geringeren
Spermienkonzentrationen sowie signifikante Korrelation mit geringerer
Spermienmotilität aufwiesen. Allerdings wurde in dieser Arbeit trotz vorgenommener
Vitalfärbung kein Unterschied zwischen avitalen und vitalen Annexin V-positiven
Zellen in der Auswertung gemacht.
Ricci et al. konnten 2002 keine signifikanten Unterschiede zwischen den ermittelten
apoptotischen Indices von normalen und in der Qualität beeinträchtigten Ejakulaten
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(nach WHO-Kriterien von 1999) nachweisen. Shen et al. konnten in ihrer Studie 2002
ebenfalls keine Verbindung zwischen Annexin V-Bindungsrate und den
Routineparametern für Spermienqualität feststellen. Diese Beobachtung bezog sich auf
vitale Spermatozoen.
Die zum Teil unterschiedliche Methodik in der Definition apoptotischer Zellen macht
die Vergleichbarkeit der oben beschriebenen Studien schwierig. Zwar wurden bei allen
dieser Studien Vitalfärbungen mit Propidiumiodid vorgenommen, zum Teil jedoch alle
Annexin V gebundenen Spermatozoen als apoptotisch definiert (Glander und Schaller,
1999; Oosterhuis et al., 2002) oder eine Unterteilung in frühe apoptotische Zellen
(Annexin V positiv / Propidiumiodid negativ) und späte apoptotische Zellen (Annexin
V und Propidiumiodid positiv) vorgenommen (Shen et al., 2002).
Zusammenfassend lässt sich erkennen, dass die apoptotischen Indices nach strengem
Ausschluss aller Propidiumiodid gefärbten Zellen sich nicht mit den Routineparametern
des Spermiogramms korrelieren ließen. Bei Betrachtung aller Annexin V gefärbter
Spermatozoen, also auch der Zellen mit nachgewiesener Zellwandschädigung, ließen
sich zum Teil negative Korrelationen mit diesen Parametern nachweisen. Dieses wäre
jedoch in Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei diesen Zellen zum Großteil um
nekrotische und damit avitale Zellen handelt, zu erwarten.
In den Studien, die zusätzlich den TUNEL-Test als Apoptose-Kriterium heranzogen
(Oosterhuis et al., 2000; Shen et al., 2002), ließen sich die Raten der Zellen mit DNA-
Strangbrüchen negativ mit den Qualitätsparametern korrelieren. Eine Korrelation mit
Annexin V-positiven vitalen Zelleraten war nicht nachzuweisen. Es wurde der Schluss
gezogen, dass der TUNEL-Test nur die späten Veränderungen des Apoptoseprozesses
detektiert und sich erst in diesen Stadien eine Beeinflussung der Spermienqualität
erkennen lässt.
Es bleibt also nach Betrachtung dieser Arbeiten durchaus fraglich, ob der reine
Nachweis einer veränderten Membranasymmetrie mit PS-Externalisation ohne weiteren
Nachweis von Membranschädigungen bzw. DNA-Strangbrüchen als zusätzlicher
Qualitätsparameter neben den Routineparametern Konzentration, Motilität, Vitalität und
Morphologie geeignet ist.
Gerade der mögliche Zusammenhang mit Kapazitationsvorgängen bzw. mit der
Akrosomreaktion, wie auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet und unter 4.3.1.
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diskutiert, lässt die Schlussfolgerung zu, dass im Gegensatz zu den diploiden
somatischen Zellen des humanen Organismus der PS-Externalisation bei Spermatozoen
eine weitere Bedeutung zukommt. Da frühzeitig Akrosom-reagierte Spermatozoen
vermutlich nicht zur Befruchtung der Eizelle fähig sind (Bohring und Skrzypek, 2001)
könnte der Annexin V-Test – wenn auch nicht als Apoptosekriterium - möglicherweise
trotzdem als negativer Qualitätsparameter für Spermatozoen gelten. Unklar bleibt aber
dabei, inwiefern und in welchem Ausmaß neben apoptotischen Zellen und Akrosom-
reagierten Zellen auch kapazitierte Spermatozoen erfasst werden. Unter in-vitro
Bedingungen kapazitierte Spermatozoen sind nicht zwangsläufig ungeeignet für eine
natürliche Befruchtung. Für assistierte Reproduktionsmaßnahmen kann – wie zuvor
beschrieben – Kapazitation und auch spontane Akrosomreaktion durchaus von positiver
Bedeutung sein.
Insgesamt bleibt der Annexin V-Test als Qualitätskriterium der Spermienanalyse also
kritisch zu betrachten.
4.4.2. PS als Ligand und mögliche Rolle von Phagozyten im Duktus epididymidis
In der Einleitung wurde unter 1.3. beschrieben, welche Aufgabe PS als Ligand für die
Phagozytose diploider apoptotischer Zellen einnimmt. Die Identifikation eines
stereospezifischen Rezeptors für PS in professionellen und semi-professionellen
Phagozyten durch Fadok et al. 2000 und der Nachweis dieser Rezeptoren auch im
Hodengewebe lassen darauf schließen, dass auch für Keimzellen PS eine wichtige
Ligandenrolle zukommt. Die antientzündlichen Eigenschaften dieser Art der
Vernichtung körpereigener Zellen wären zumindest auf Ebene der Tubuli seminiferi für
eine Aufrechterhaltung der geeigneten Gewebshomöostase wichtig.
Ein Rezeptor für PS auf der Oberfläche von Sertolizellen wurde mit SR-BI (Class B
scavenger receptor type I) nachgewiesen, andere PS-spezifische Rezeptoren zur
Aufnahme apoptotischer Keimzellen werden vermutet (Shiratsuchi et al. 1997 und
1999).
Inwiefern die PS-Präsentation reifer Spermatozoen im Duktus epididymidis als
Ligandenfunktion agiert, ist bisher nicht untersucht. Das liegt vor allem daran, dass bis
heute unklar ist bzw. sehr kontrovers diskutiert wird, ob spezifische Phagozyten für
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reife Spermatozoen im Epididymidisepithel bzw. –Lumen existieren, und ob
Leukozyten eine Aufgabe in dem Spermatozoenabbau auf Epididymisebene zukommt.
Das Vorkommen von so genannten „Spermatophagen“ im Epididymis wurde unter
anderem von Holstein 1978 beschrieben. Auch HJ Sommer 1983 postulierte anhand
Licht- und elektronenmikroskopischer Untersuchungen von Hodenbiopsien von
Patienten mit obstruktiver Azoospermie das Vorkommen von Spermatophagen
(Holstein, 1978; HJ Sommer, 1983). Tomlinson et al. fanden in ihrer Studie 1992
polymorphonukleäre Leukozyten, Monozyten und größere Makrophagen im
Seminalplasma mit phagozytierten Spermatozoenfragmenten. Sie unterstützen die
Hypothese, dass Leukozyten eine Rolle in der Entfernung abnormer Spermatozoen aus
dem Ejakulat spielen (Tomlinson et al., 1992).
Diese Hypothese vertraten auch Ricci et al. 2002 nach Auswertung ihrer
Ejakulatuntersuchungen von Männern bei Paaren mit unerfülltem Kinderwunsch.
Sie hatten eine enge Korrelation der Leukozyten:Spermien-Raten mit den
Apoptoseraten derselben Ejakulate festgestellt. Ihrer Interpretation zufolge könnten
entweder die apoptotischen Spermien über Chemotaxis eine Migration der Leukozyten
bewirken oder die Leukozyten selbst die Spermienapoptose bewirken. Sie schrieben in
ihren Ausführungen den Leukozyten sogar eine physiologische Kontrollfunktion in der
Vernichtung von abnormalen Spermatozoen zu (Ricci et al., 2002).
Eine interessante Diskussion in der Fachliteratur zwischen verschiedenen
Arbeitsgruppen regten die Forschungsergebnisse von Sutovsky et al. 2001 an. Sie hatten
Ejakulate verschiedener Säugetierarten, vor allem von Bullen, aber auch von Menschen
und Rhesusaffen untersucht, und einen Ubiquitin-vermittelten Mechanismus für die
Erkennung und Eliminierung defekter Spermatozoen aus dem Epididymidis
beschrieben. Demnach wäre es dem epididymalen Epithel möglich, Ubiquitin zu
sezernieren, welches an die Oberfläche von defekten Spermatozoen bindet.
Nachfolgend würde der Großteil dieser „ubiquinierten“ Spermatozoen von
epididymalen Epithelzellen erkannt und selbst phagozytiert.
Nach diesen Erkenntnissen schlossen die Autoren auf einen möglichen Mechanismus in
der Qualitätskontrolle von Spermatozoen auf epididymaler Ebene und einen möglichen
neuen Marker für den Nachweis verminderter Spermienqualität (Sutovsky et al., 2001).
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Cooper et al. argumentierten in ihrer Korrespondenz 2002 gegen diese Hypothese. Sie
bezogen sich vor allem auf eine Reihe von klassischen histologischen und
ultrastrukturellen Untersuchungen von Epididymidisepithel, die allesamt keine
Phagozytose durch epididymales Epithel hatten erkennen können.
Zusammenfassend gab es also einige Versuche, eine Phagozytose von reifen
Spermatozoen auf epididymaler Ebene nachzuweisen. Die Ergebnisse sind jedoch
bisher sehr umstritten und eingehende Beweise fehlen. Dementsprechend ist es also
nach dem derzeitigen wissenschaftlichen Kenntnisstand äußerst unklar, welche
Funktion der PS-Präsentation im Rahmen einer Apoptose von Spermatozoen zukommen
würde. Die Funktion als Ligand für Phagozytoserezeptoren ist bisher nur vereinzelt als
Hypothese formuliert, nicht jedoch bewiesen worden.
Bei Betrachtung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergibt sich für Spermatozoen
eine andere Situation als bei somatischen Zellen im Hinblick auf die PS-Präsentation.
Würde PS als Ligand für Phagozytoserezeptoren auch bei reifen Spermatozoen
fungieren, wären vor allem auch kapazitierte / akrosom-reagierte Spermatozoen mit PS
an der Membranoberfläche dieser Rezeptorbindung zugänglich. Dies würde die Frage
nach möglichen zusätzlichen Mechanismen aufwerfen, um eben solche Zellen vor der
Phagozytose zu schützen. Spekulativ könnte so ein Schutzmechanismus auch vor der
verfrühten Vernichtung im weiblichen Geschlechtstrakt schützen, wo ebenfalls in
mehreren Untersuchungen am Säugetiermodell und am Menschen
Spermatozoenphagozytose beschrieben worden ist (Haney et al., 1983; Murakami et al.,
1985).
Derartige Hypothesen setzen jedoch voraus, dass eine Spermatozoenphagozytose
überhaupt stattfindet nach Eintritt in den Duktus epididymidis, und diesbezüglich sind
zukünftige Untersuchungen abzuwarten.
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4.5. Antispermien-Antikörper (ASA) und Annexin V-Anfärbbarkeit
4.5.1. Einfluss der ASA auf den Annexin V-Test
In diesem Versuchsabschnitt wurde der Frage nachgegangen, ob eine Bindung von ASA
an Spermatozoen einen Einfluss auf die durch den Annexin V-Test ermittelte
Apoptoserate erkennen lässt. Erhöhte Apoptoseraten hätten möglicherweise auf einen
weiteren, bisher wenig untersuchten Mechanismus der negativen Auswirkung von
ASA-Bindung auf die Spermienqualität und damit Befruchtungsfähigkeit schließen
lassen können.
Weder nach Aufarbeitung der Ejakulate nur durch Zentrifugation, noch nach Swim-up
Vorpräparation ließen sich im Vergleich mit den Kontrollproben erhöhte Annexin V-
Bindungsraten für Ansätze feststellen, bei deren Spermien zuvor eine ASA-Bindung
anhand des MAR-Tests demonstriert worden war. Diese Beobachtung war unabhängig
von der ASA enthaltenden Körperflüssigkeit (Seminalplasma oder Blutserum), mit der
diese Ansätze inkubiert worden waren.
Auch in Anbetracht von vorherigen Beschreibungen, dass eine Inkubation mit ASA
enthaltenden Flüssigkeiten zu einer erhöhten Rate an spontan Akrosom-reagierten
Spermatozoen führt (Bohring und Skrzypek, 2001) wäre nach den Ergebnissen der
vorigen Versuchreihen im Nachhinein eine erhöhte Rate an PS-Präsentation und damit
Annexin V-Bindung zu erwarten gewesen. Eine Analyse auf Akrosomreaktion nach
ASA-Inkubation zur Kontrolle dieser Annahme wurde jedoch in dieser Arbeit nicht
vorgenommen.
Eine entscheidende Schwierigkeit der Einschätzung von Qualitätsbeeinträchtigung nach
ASA-Bindung  stellt die Tatsache dar, dass es viele verschiedene Autoantikörper mit
unterschiedlichen Bindungsstellen (Epitopen) an der Spermatozoenmembran gibt, und
nicht alle diese Antikörper die Funktion des gebundenen Proteins einschränken. Wenn
nicht aktive Domänen des entsprechenden Proteins gebunden werden oder Proteine
gebunden werden, die nicht am Fertilisationsprozess beteiligt sind, scheint die
Spermienqualität nicht beeinträchtigt (Bohring und Krause, 2003; Domagala und
Kurpisz, 2004).
Der MAR-Test ist nicht in der Lage, zwischen spezifischen Antikörpern, die an
unterschiedliche Epitope binden, zu differenzieren. Es lässt sich also keine Aussage
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darüber treffen, ob ein positiver MAR-Test tatsächlich auch Beeinträchtigung der
Spermienqualität und damit der Fertilität bedeutet.
Bisher ist eine Reihe von Proteinen differenziert worden, die von ASA gebunden
werden können und deren Bindung zu einer verminderten Funktionalität bzw.
verminderten Fähigkeit zur Befruchtung der Eizelle führt. Viele dieser Proteine sind
bisher nur am Tiermodell nachgewiesen worden. Unter anderem ist von Einschränkung
der Zervikalmukus-Penetration nach ASA-Bindung, vermittelt über
Komplementaktivierung innerhalb des Zervikalmukus, berichtet worden. Sowohl
vermehrte spontane Akrosomreaktion, als auch Hemmung der Akrosomreaktion ist
nach Bindung von ASA beschrieben worden. Die Bindung an die Zona Pellucida der
Eizelle kann nach ASA-Bindung an die akrosomale Region der Spermatozoen
beeinträchtigt sein oder eine Penetration nicht erfolgen, wenn spezifische Proteine der
Spermatozoenmembran durch ASA gebunden sind. Diese Ergebnisse sind in der
Abhandlung von Bohring und Krause 2003 zum Verständnis der Immuninfertilität
zusammengefasst (Bohring und Krause, 2003).
Um letztlich beurteilen zu können, ob das Vorhandensein von ASA im männlichen
Seminalplasma im individuellen Fall ursächlich zu einer Infertilität beiträgt, müssen
spezifische Tests entwickelt werden zum Nachweis der relevanten Epitope der ASA-
Bindung. Die korrespondierenden ASA zu den für die Fertilität bedeutenden
Membranproteinen könnten in der Zukunft  - wenn diese Proteine für Menschen
ausreichend nachgewiesen sind - durch spezifische RIA und ELISA Untersuchungen
demonstriert werden.
Auch als möglicher Ansatzpunkt für die Entwicklung männlicher
Kontrazeptionspräparate könnte diese Forschung an spezifischen ASA zunehmend an
Bedeutung gewinnen (Bohring und Krause, 2003; Domagla und Kurpisz, 2004).
Für den Zusammenhang von ASA und Apoptose ist bemerkenswert, dass die inaktive
Form der Caspase-3 als Bindungsstelle für ASA nachgewiesen worden ist (Bohring et
al., 2001).
Ob diese Beobachtung in irgendeiner Weise relevant ist für einen aktiven
Apoptoseprozess von Spermatozoen oder für die Spermienqualität ist zum jetzigen
Zeitpunkt unklar.
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In der vorliegenden Arbeit wurde keine spezifische Untersuchung auf die tatsächlich
gebundenen Antigene in den Ejakulaten, bei denen ASA-Bindung aufgezeigt werden
konnte, vorgenommen. Dieses wäre ohne eine Zerstörung der Spermatozoen auch nicht
möglich gewesen. Für den Annexin-V-Test konnten jedoch nur die vitalen
Spermatozoen herangezogen werden.
Trotzdem lässt sich ohne genaueres Wissen über die Spezifität der Antigene anmerken,
dass nach Bindung der ASA keine Unterschiede in den Annexin V-Bindungsraten zu
erkennen war. Eine PS-Externalisation als potentieller Bestandteil der Apoptose war
also nicht vermehrt aufgetreten.
4.5.2. Unterschiede zwischen den Inkubationsmedien
Die Spenderejakulate waren entweder mit ASA-enthaltendem Blutserum oder
Seminalplasma von verschiedenen Spendern, oder als Kontrollproben mit Annexin-V-
Puffer inkubiert worden.
Nach Inkubation mit ASA enthaltenden Seminalplasma waren, unabhängig ob
anschließend das entsprechend untersuchte Ejakulat ASA-Bindung im MAR-Test
aufzeigte oder nicht, die apoptotischen Indices im Mittel geringer als nach Inkubation
mit AV-Puffer oder Blutserum.
Die Gesamtraten vitaler bzw. avitaler Zellen bei allen Ansätzen (Seminalplasma, AV-
Puffer oder Blutserum) unterschieden sich nicht auffallend voneinander.
Bekannt ist, dass Seminalplasma Komplement inhibierende Faktoren enthält und so
einen Schutz gegen Immunreaktionen gegen Spermatozoen bietet. Ob weitere Faktoren
im Seminalplasma einen Schutz gegen Apoptose auslösende Einflüsse bieten, ob die
Apoptose selbst inhibiert wird oder ob wiederum andere Membranveränderungen mit
sukzessiver PS-Präsentation wie spontane Akrosomreaktion und Kapazitation im
Seminalplasma vermindert ablaufen, lässt sich nur spekulativ einschätzen. Eine
umfangreichere Untersuchung von protektiven Einflüssen des Seminalplasmas auf die
beschriebenen Phospholipid-Membranveränderungen könnte eventuell mehr Aufschluss
über die Ursache der oben beschriebenen Beobachtung bringen.
Nur bei einem der zwei untersuchten Spenderejakulate konnte in der ASA-
Untersuchung nach Inkubation mit fünf verschiedenen ASA-enthaltenden Blutseren ein
positiver MAR-Test festgestellt werden. Bei dem gleichen Ejakulat waren nach
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Inkubation mit ASA-enthaltendem Seminalplasma ASA-Bindungen nachgewiesen
worden. Ebenso verursachten zwei der beschriebenen fünf Seren bei Inkubation mit
einem zweiten Spenderejakulat einen positiven MAR-Test.
Eine Mögliche Erklärung für diese Beobachtung bietet die Tatsache, dass in der Regel
beim Transfer von ASA-enthaltenden Körperflüssigkeiten große Unterschiede zwischen
verschiedenen Spenderejakulaten im Hinblick auf die Antikörperbindung auftreten
können. Auch Unterschiede in den Bindungsraten beim gleichen Spender an
verschiedenen Tagen bei Inkubation mit dem gleichen ASA-enthaltenden Serum sind
berichtet worden (Hellstrom et al., 1987).
Denkbar ist bei der Vielzahl von möglichen Bindungsstellen der Antikörper und damit
der Vielzahl verschiedener spezifischer ASA auch, dass bei dem beschriebenen ersten
Spenderejakulat keine ausreichende Menge von Antigenen für eine Bindung der
spezifischen
ASA der Seren vorhanden war, andere ASA aus Seminalplasmen jedoch ihre
korrespondierenden Antigene ausreichend binden konnten.
4.6. Abschließende Betrachtungen
Aus den verschiedenen Punkten der Diskussion wird deutlich, dass nach den
Ergebnissen dieser Arbeit und nach Auswertung von verschiedenen Abhandlungen, die
ebenfalls die Theorie stützen, dass der Annexin V-Test bei Spermatozoen auch einige
nicht-apoptotische Zellen als positiv nachweist, generelle Schwierigkeiten in der
flowzytometrischen Analyse der Spermatozoenapoptose bestehen. Die spezifischen, nur
bei den haploiden Spermatozoen vorkommenden Membranveränderungen der
Kapazitation und Akrosomreaktion, bedeuten einen entscheidenden Unterschied zu den
somatischen Körperzellen im Hinblick auf die flowzytometrische Apoptoseanalyse.
In-vitro Bedingungen lassen sich nicht ohne weiteres auf die tatsächlichen in-vivo
Verhältnisse übertragen, und die genauen anzunehmenden Raten von spontaner
Akrosomreaktion in-vivo sind nicht bekannt, also letztlich auch nicht das Ausmaß
potentieller falsch positiver Zellen bei Anwendung des Annexin V-Tests zur
Apoptosedetektion.
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Die vorliegenden Ergebnisse konnten keinen Hinweis auf eine mögliche Beteiligung
des Fas-Signalweges an der Spermatozoenapoptose aufweisen, auch wenn ein kleiner
Anteil von Fas-Rezeptoren flowzytometrisch nachzuweisen war. Insgesamt bleibt also
weiterhin fraglich, ob eine aktive Apoptose bei reifen Spermatozoen überhaupt existiert.
Auch die Bedeutung  eines aktiven Apoptoseprozesses für Spermatozoen ist, gerade bei
Betrachtung der kontroversen Meinungen zur Spermatozoenphagozytose, zu diesem
Zeitpunkt noch äußerst unklar.
Die entsprechenden PS-Veränderungen der Membran, die bei somatischen Zellen im
Zusammenhang mit der Frühphase der Apoptose betrachtet werden, lassen sich auch bei
Spermatozoen gut mit dem Annexin V-Test detektieren. Ob aber die besonderen
Bedingungen der Spermatozoenmembran zu einer PS-Expression ohne den bei
somatischen Zellen beschriebenen weiteren Apoptoseablauf führen können, steht
zumindest nach Betrachtung der Ergebnisse des Versuchsabschnittes zur
Akrosomreaktion zur Frage.
Weitere Untersuchungen zum Nachweis apoptosespezifischer intrazellulärer
Veränderungen und zum Nachweis aktiver Peptide und Proteine der Apoptosekaskade
sind notwendig, um mehr Licht in die Apoptose reifer Spermatozoen zu bringen. Darauf
aufbauend könnte in weiterer Zukunft erarbeitet werden, ob die potentiellen
Apoptoseprozesse bei reifen Spermien auch zur Qualitätsbeurteilung und
Fertilitätsdiagnostik herangezogen werden können, und ob Spermienapoptose eventuell
sogar bei der Entwicklung männlicher Kontrazeptionspräparate von Bedeutung sein
könnte.
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5. ZUSAMMENFASSUNG
Zielsetzung der Studie:
Die Präsentation des Phospholipids Phosphatidylserin (PS), welches primär an der
inneren Zellmembran lokalisiert ist, an der äußeren Zellmembran ist ein Prozess der
Frühphase der Apoptose in humanen Zellen. Diese Veränderungen können mit dem
Annexin V-Test flowzytometrisch nachgewiesen werden.
Ziel dieser Studie war es, nach Inkubation von Spermatozoen mit unterschiedlichen
Einflussfaktoren die Bindungsraten von Annexin V zu ermitteln und dadurch einen
Einfluss auf die Spermienapoptose nachzuweisen.
Im speziellen wurde der Einfluss von Fas-Antikörpern, von Antispermien-
Autoantikörpern (ASA) und der Akrosomreaktion mit Hilfe des Kalziumionophors
A23187 untersucht.
Des Weiteren wurde untersucht, ob sich Fas-Rezeptoren – deren bedeutende Aufgabe in
der Apoptose somatischer Zellen bekannt ist – an der Membran von Spermatozoen
flowzytometrisch nachweisen lassen.
Aufbau der Experimente:
Nach Aufreinigung der Ejakulate durch Zentrifugation bzw. in einigen
Versuchsabschnitten durch Swim-up Präparation nach den WHO-Kriterien von 1999
wurden die Spermienansätze folgendermaßen behandelt und untersucht:
1. Die gewaschenen Spermien wurden mit den Fas-Antikörper Klonen EOS9.1 (19
Ejakulate) und CD95-PE 3.22 (17 Ejakulate) für 4 Stunden inkubiert, gefolgt von einem
weiteren Waschschritt und dem Annexin V-Test. Flowzytometrisch wurde die direkte
Bindung von CD95-PE an Fas-Rezeptoren sowie die Annexin V-Bindungsraten nach
Inkubation mit den Fas-Klonen ausgewertet.
2. 12 Ejakulate wurden nach Swim-up Vorbehandlung für 2 Stunden inkubiert und
anschließend mit dem Kalziumionophor A23187 für 15 Minuten behandelt.
Anschließend wurde nach einem Waschschritt der Annexin V-Test durchgeführt.
Ausgewertet wurden die Gesamtraten der Annexin-V-Bindung, die Anzahl Akrosom-
reagierter Zellen nach Ionophor-Einwirkung mit Hilfe des konjugierten Antikörpers
gegen die innere Akrosommembran CD46-FITC, und die Bindung von Annexin V an
Akrosom-reagierte Zellen.
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3. 2 Ejakulate wurden durch einfache Zentrifugation und 2 Ejakulate durch Swim-up
Präparation vorbehandelt und die Ansätze des Weiteren mit ASA-enthaltendem
Seminalplasma oder ASA-enthaltendem Blutserum für eine Stunde inkubiert.
Anschließend wurden die Bindungsraten von ASA an die Spermatozoen mit Hilfe des
MAR-Tests ermittelt, nach einem Waschschritt der Annexin V-Test durchgeführt und
die flowzytometrischen Annexin V-Bindungsraten mit den MAR-Test Ergebnissen in
Verbindung gesetzt.
Für alle Testreihen wurde eine flowzytometrische Analyse durchgeführt und für alle
Ansätze eine Vitalfärbung mit 7-Amino-Actinomycin D vorgenommen. Derartig
gefärbte nekrotische und avitale Zellen wurden von der Analyse ausgeschlossen.
Ergebnisse:
1. Nach Inkubation mit den Fas-Antikörper-Klonen konnte ein signifikantes (p<0,001),
jedoch nur äußerst geringes Vorkommen von Fas-Rezeptoren ermittelt werden. Der
Mittelwert des Anteils von vitalen Zellen, die Fas-Rezeptor positiv waren, betrug
1,46%.
Ein Einfluss auf die Annexin-V-Bindungsrate von vitalen Spermatozoen ließ sich nach
der Antikörperinkubation nicht nachweisen.
2. Die Ansätze, welche mit A23187 inkubiert worden waren, zeigten im Mittelwert eine
Rate von Annexin-V-gebundenen vitalen Zellen an allen vitalen Zellen von 42,17%,
nachdem die entsprechenden Raten der Kontrollproben abgezogen worden waren.
Ansätze, die mit dem Kalziumionophor behandelt und gleichzeitig mit CD46-FITC und
Phycoerythrin-konjugiertem Annexin V gefärbt worden waren, konnten aufgrund einer
unerwarteten Verschiebung der Gesamtpopulation in das avitale Spektrum der
flowzytometrischen DotPlot-Auswertung nicht auf eine gleichzeitige Annexin-Bindung
akrosom-reagierter Zellen ausgewertet werden.
Vitale Spermatozoen mit spontaner Akrosomreaktion ohne Ionophor-Einwirkung
konnten analysiert werden und zeigten eine gleichzeitige Annexin V-Bindungsrate von
im Mittel 32,12%.
3. Nach ASA-Inkubation ließ sich keinerlei Einfluss auf den Anteil vitaler
Spermatozoen mit Annexin-V-Bindung feststellen.
103
Schlussfolgerungen:
1. Nur ein sehr geringer Anteil von Fas-präsentierenden Spermatozoen konnte ermittelt
werden. Fas-Antikörper, über die bei somatischen Zellen die Apoptosekaskade
ausgelöst werden kann, führten bei Spermatozoen nicht zu einer erhöhten Rate von PS-
Präsentation als Zeichen der frühen Apoptose. Offensichtlich ist der Fas-Reaktionsweg
der Apoptose bei reifen Spermatozoen nicht funktionsfähig. Diese Ergebnisse
unterstützten die Theorie, dass auf dem Weg der Keimzellentwicklung der größte Anteil
Fas-tragender Zellen eliminiert wird und verbliebene Fas-Rezeptoren auf reifen
Spermatozoen nicht funktionelle Residuen darstellen.
2. Die Einwirkung von A23187 erhöht eindeutig den Anteil von Spermatozoen, die PS
an ihrer Zellmembran präsentieren. Unklar bleibt, ob diese Veränderungen die
Frühphase der Apoptose wiederspiegeln. In diesem Falle hätte A23187 eine hohe
Potenz, Apoptose auszulösen. Die erhöhte PS-Präsentation ließe sich alternativ auch auf
die Membranveränderungen der Akrosomreaktion zurückführen. Der erhöhte Anteil
vitaler spontan Akrosom-reagierter Spermatozoen mit gleichzeitiger Annexin V-
Bindung unterstützt diese Annahme. Letztere Erklärung stellt die Eignung des Annexin
V-Tests als spezifischer Test für Apoptose für Spermatozoen in Frage, da es bei diesen
haploiden Keimzellen zu nicht apoptotischen Membranveränderungen mit PS-
Expression kommen kann.
3. ASA scheinen keine Rolle für die Membranveränderungen, die mit PS-Expression
bei Spermatozoen einhergehen, zu spielen.
6. SUMMARY
Aim of the study:
The transfer of the phospholipid phosphatidylserine (PS), which is primarily located at
the inner membrane layer, onto the outer membrane layer occurs during the early phase
of apoptosis in human cells. The changes can be detected by the annexin V test and can
be analyzed by flow cytometry. It was the aim of this study to analyze the influence of
incubation of spermatozoa with several factors, on the outcome of the annexin V test
and therefore apoptosis detection. The effects of incubation with fas-antibodies, with
antisperm-autoantibodies (ASA) and with the calcium ionophore A23187 in order to
induce acrosome reaction were investigated. Presence of fas-receptors, of high impor-
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tance for apoptosis in somatic cells, on the membrane of spermatozoa was analyzed
with conjugated fas-antibody and flow cytometry.
Experimental Design:
After centrifugation or swim-up preparation according to the WHO guidelines of 1999
the specimens of ejaculated spermatozoa were treated and analyzed as follows:
1. After washing by centrifugation the spermatozoa were incubated for 4 hours with the
fas-antibody clone EOS9.1 (19 semen samples) and CD95-PE 3.22 (17 semen samples),
followed by another washing step and the annexin V test. The flow cytometric analyses
focussed on direct binding of CD95-PE to fas receptors and on the rates of annexin V-
binding after incubation with the fas clones.
2. 12 semen samples were prepared with the swim-up technique and incubated for 2
hours. Calcium ionophore A23187 was added for 15 minutes and after another washing
step the annexin V test was performed. Flow cytometric analysis investigated rates of
annexin V-binding, the number of acrosome-reacted spermatozoa after ionophore chal-
lenge (detected by conjugated CD46-FITC antibody binding to the inner acrosome
membrane), and particular binding of annexin V to acrosome-reacted cells.
3. 2 semen samples were washed by centrifugation and 2 semen samples prepared with
swim-up technique. These samples were incubated for 1 hour with ASA-containing
seminal plasma or ASA-containig blood serum. Binding of the ASA to the spermatozoa
was analyzed with the MAR-test and the samples were subsequently, after a further
washing step and the annexin V test, analyzed for annexin V-binding and the results
compared to the outcome of the MAR-test.
All tests underwent flow cytometric analysis and all specimens were stained with the
vital dye 7-Amino-Actinomycin D after incubation. Necrotic and avital cells positive
for the vital dye were excluded from analysis.
Results:
1. A significant (p<0.001) but small amount of vital cells bearing fas receptors could be
detected with a mean rate of fas bearing vital cells of all vital cells of 1.46%. No influ-
ence on the outcome of the annexin V test could be observed after incubation with the
fas antibodies.
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2. In the samples incubated with A23187 a mean rate of annexin V-positive vital cells
of 42.17% was found after subtraction of the annexin V-positive rates of the control
samples.
Specimens that were simultaneously stained with CD46-FITC and phycoerythrin-
conjugated annexin V after ionophore challenge could not be analyzed for annexin V-
binding to acrosome reacted cells due to an unexpected shift of the main population into
the avital area in the DotPlot-analysis. Vital spermatozoa that showed spontaneous
acrosome reaction without ionophor challenge could be analyzed. A medium rate of
32.12% annexin V-binding was detected for these cells.
3. After incubation with ASA-containing seminal plasma or blood serum no influence
whatsoever on the rate of annexin V-binding could be detected.
Conclusions:
1. Only a very small amount of fas bearing spermatozoa could be detected.
Fas antibodies, that are known to induce the apoptotic cascade in somatic cells, were not
capable of having an influence on the rate of PS-expression indicative for early apopto-
sis. The fas pathway of apoptosis is obviously not functional in mature haploid sper-
matozoa. These findings support the theory that the main part of fas bearing germ cells
is eliminated via apoptosis during spermatogenesis and residual fas receptors on mature
spermatozoa are not functional.
2. Calcium ionophore treatment significantly increases the rate of vital spermatozoa
detected by the annexin V test. This effect may be explained by an increased number of
early apoptotic spermatozoa after ionophore challenge, implying that the ionophore
bears a high potential of apoptosis induction in mature spermatozoa. Alternatively these
findings may indicate a high amount of PS expression due to the typical membrane
changes of the acrosome reaction. The latter explanation is supported by the fact that
spermatozoa with spontaneous acrosome reaction showed increased binding to annexin
V. Thus the annexin V test might be unsuitable for apoptosis detection in the haploid
mature spermatozoa, as non-apoptotic changes in these cells can lead to PS-expression.
3. ASA do not seem to have any influence on the membrane changes of spermatozoa
leading to increased PS-expression.
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ANHANG I
Zubereitungsprotokolle der Versuchsreagenzien
A) PBS-Puffer:
PBS-Konzentrat (BEHRINGWERKE) 1:20 mit Aqua-ad-Injectabilia verdünnen
B) Annexin V-Pufferlösung
Annexin V-Pufferkonzentrat (BD PHARMINGEN) 1:10 mit Aqua-ad-Injectabilia
verdünnen. Aufbewahrung bei 2°-8°C.
C) Paraformaldehyd in PBS-Lösung
Lösen von 3,7g pulverförmigem Paraformaldehyd (MERCK) für 3,7%-Lösung bzw.
2,0g Paraformaldehyd für 2,0%-Lösung in 100ml PBS-Puffer. Aufbewahrung in 37°C-
warmem Wasserbad für mindestens 14-16 Stunden, bis sich das Pulver vollständig
gelöst hat.
D) PharM Lyse
10x Konzentrat in Ammonium-Chlorid Puffer (BD PHARMINGEN). Katalognummer
555899. Das Konzentrat 1:10 mit Aqua-ad-Injectabilia verdünnen und vor Gebrauch auf
Raumtemperatur aufwärmen.
E) Sekundärantikörper-Lösung
Gefriergetrocknetes Pulver: FITC-konjugierte Ziege Anti-Maus IgG + IgM (H+L)
Antikörper (JACKSON IMMUNORESEARCH / DIANOVA, Code-Nr. 115-095-044).
1,5 mg/ml Antikörperkonzentration. Lösen des Pulvers in 1,5ml Aqua-ad-Injectabilia.
1:2 Vorverdünnung mit Glycerin. Endgültige 1:50 Verdünnung kurz vor Gebrauch.
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F) A23187-Kalziumionophor-Reagenz und Kontroll-Reagenz:
Lösen von 1mg salzfreier A23187-Säure (SIGMA) in 1ml DMSO (SIGMA). Abfüllen
von 20_l Portionen in verschließbare 0,6ml Kunstoffröhrchen und einfrieren bei
-18ºC.
Am Versuchstag Röhrchen auftauen und mit 140ml PBS-Puffer vermischen. Die
Kontrollreagenz ebenso herstellen, jedoch ohne A23187-Kalziumionophor.
ANHANG II
Verzeichnis gebrauchsfertiger Lösungen
Spermien Präparationsmedium (MEDICULT): Katalognummer 10705060: 5x60ml
gebrauchsfertige Lösung.
Universal IVF Medium (MEDICULT): Katalognummer 1031560: 5x60ml
gebrauchsfertige Lösung.
Quicklysis (CYTOGNOS): 500ml Lösung zur Lyse. Referenz: CYT-QL-1.
7-AAD / VIA-PROBE (PHARMINGEN): 100 Tests gelöst in Phosphat-Puffer.
Katalognummer: 34321X.
Annexin V-FITC (CALTAG): 200 Tests in 1,0 ml Lösung. Produkt-Code:
ANNEXINV01.
Annexin V-PE (BD PHARMINGEN): 100 Tests in gepufferter Lösung.
Katalognummer 556422.
CD95/ EOS9.1 (BD PHARMINGEN): Gereinigter Maus Anti-Human monoklonaler
Antikörper (IgM, _), 0,1mg in gepufferter Lösung. Katalognummer 550042
CD95-PE/ 3.22 (CYTOGNOS): 200 Tests/ 1ml Pufferlösung. Maus Anti-Human
IgG-1, _. Referenz-Nr.: CYT95PE2.
CD46-FITC (BD PHARMINGEN): 100 Tests in Pufferlösung. Klon E4.3.
Maus Anti-Human monoklonaler Antikörper IgG2_, _. Katalognummer 555949.
SperMar IgG Test (FERTIPRO): 1 Behälter SperMar Latex-Partikel 0,7ml, 1 Behälter
SperMar Antiserum 0,7ml. Referenz-Nr.: FP09 I02 R01B.2
108
ANHANG III
Verzeichnis der Firmenadressen
Firmensitze oder Niederlassungen ausländischer Unternehmen:
Beckman Coulter: Europark Fichtenhain B13, D-47807 Krefeld, Tel.: 021/ 513335
Becton Dickinson (PharMingen): Tullastr. 8-12, D-69126 Heidelberg,
Tel.: 06221/ 305-0
Caltag Laboratories: 1849 Bayshore Blvd. #200, Burlingame, CA 94010, USA,
Tel.: +1 650 652 0468
Chiron Behring (Behringwerke): Emil-von-Behring-Straße 76, D-35041 Marburg,
01805-25 16 16
Cytognos: Avda. Campo Charro s/n, 37007 Salamanca, Spanien,
Tel.: +34 923/ 125067
Dianova (Jackson ImmunoResearch): Mittelweg 176, D-20148 Hamburg,
Tel.: 040/ 45067-0
Eppendorf: Barkhausenweg 1, D-22339 Hamburg, Tel.: 040/ 53 8010
FertiPro: Industriepark Noord 32, 8730 Beernem, Belgien, Tel.: +32 5079 1805
Greiner: Maybachstrasse 2, D-72636 Frickenhausen, Tel.: 07022/ 948-0
Gück Zellkulturbedarf: Hildegardstraße 31, D-10715 Berlin, Tel.: 030/ 857301 50
Hettich: Föhrenstr.12, D-78532 Tuttlingen, Tel.: 07461/ 705-0
Hewlett Packard: Hewlett-Packard-Str. 1, D-61352 Bad Homburg,
Tel.: 06172/ 161309
MediCult: Møllehaven 12, DK-4040 Jyllinge, Denmark, Tel: +45 46790200
Merck: Frankfurter Str. 250, D-64293 Darmstadt, Tel.: 06151/ 72-0
Microsoft: Konrad-Zuse-Str. 1, D-85716 Unterschleißheim, Tel.: 089/ 3176-0
Mika Medical: Grubholzer Str. 9, D-83026 Rosenheim, Tel.: 08031/43102
Sigma: Grünwalder Weg 30, D-82041 Deisenhofen, Tel.: 089/ 613010
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ANHANG IV
Abkürzungen
7-AAD 7-Amino-Actinomycin D
A23187 Kalziumionophor
Ag Antigen
AIDS Aquired Immunodeficiency Syndrome
ARIC Kalziumionophor-induzierte Akrosomreaktion
ASA Antispermien-Antikörper
AV-Puffer Annexin V-Puffer
Bid Protein der Bcl-2 Familie
CAD Caspase Activated DNAse
CASA Computer-unterstützte Samenzell-Analyse
CASP Caspase Activated DNAse
CTL Cytotoxische T-Lymphozyten
DAPI Diamidino-Phenylindol
DED Death Effector Domain
DISC Death Inducing Signalling Complex
DMSO Dimethylsulfoxid
DNS Desoxyribonukleinsäure
FADD Fas Associated Death Domain Protein
Fas Fibroblast assoziiertes Antigen
FasL Fibroblast assoziiertes Antigen-Ligand
FCS Vorwärtsstreulicht
FITC Fluorescein Isothiocyanat
GrB Granzyme B
HIV Human Immunodeficiency Virus
HTLV Humanes T-Zell Leukämie Virus
IAM Innere akrosomale Membran
ICSI Intrazytoplasmatische Spermatozoeninjektion
IVF In-vitro Fertilisation
MACS Magnetic Cell Separation
MAR Mixed Antiglobulin Reaction
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MHC Major Histocompatibility Complex
OAM äußere akrosomale Membran
PE Phycoerythrin
PFA Paraformaldehyd
PS Phosphatidylserin
RNS Ribonukleinsäure
SCF Stem Cell Factor
sek-AK Sekundärantikörper
SP-Medium Spermien Präparationsmedium
SR-BI Class B Scavenger Receptor Typ I
SSC Seitwärtsstreulicht
TCR T-Zell Rezeptor
TNF Tumor Nekrose Faktor
TNF-R Tumor Nekrose Faktor Rezeptor
TNF_ Tumor Nekrose Faktor Alpha
TUNEL Terminal Deoxynukleotidyl-Transferase mediated dUTP nick-end labelling
VP Via-Probe
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